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Untersuchungen iiber den Angriffsort 
der fluorescierenden Substanzen auf rote Blutkérperchen. 
Von 
Fr. H. v. Tappeiner. 
(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitat in Miinchen.) 


(Eingegangen am 10; Juli 1908.) 


Uber die Frage, wo der Angriffsort der sensibilisierenden, 
fluorescierenden Substanzen auf Zellen gelegen ist, liegen Unter- 
suchungen vor, die von Osthelder-Erhardt') an Para- 
maecien ausgefiihrt wurden. Als fluorescierende Kérper ver- 
wendeten sie Eosin, dichloranthracendisulfonsaures Natron und 
Methylenblau. 

Sie untersuchten in einer ersten Versuchsreihe, ob Para- 
maecien nach ihrer Trennung von der Farbstofflésung durch 
Filtrieren und Waschen sich noch sensibilisiert zeigten. Sie 
fanden hierbei, daB die mit Methylenblau und dichloranthracen- 
disulfonsaurem Natron behandelten Paramaecien auch nach der 
Auswaschung noch photodynamische Reaktion wahrnehmen 
lieBen, wahrend bei Eosin eine solche mit Sicherheit nicht mehr 
zu beobachten war. Damit war fiir die ersteren beiden Stoffe 
die Aufnahme in die Zelle bewiesen. 

Zum gleichen Ergebnis fiihrte eine zweite Versuchsreihe, 
in der die Paramaecien in Uhrschalchen verschieden lange Zeit 
im Dunkeln mit einem der genannten drei Korper in Beriihrung 
waren und dann gleichzeitig zur Belichtung kamen. 

Wenn der Farbstoff ins Innere der Zelle aufgenommen 
wird, so muB, falls diese Aufnahme eine gewisse Zeit in 
Anspruch nimmt, die Lichtwirkung am friihesten dort ein- 
treten, wo er am langsten eingewirkt hatte. Es ergab sich in 


der Tat, da8 bei dichloranthracendisulfonsaurem Natron und 


1) Untersuchungen iiber den Angriffsort der photodynamischen Stoffe 
bei Paramaecien. Nach Versuchen von F. Osthelder und E. Erhardt, 
mitgeteilt von H. v. Tappeiner. Diese Zeitschr. 12, 290, 1908. 
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2 Fr. H. v. Tappeiner: 


Methylenblau in nieder konzentrierten Lésungen (*/ bis 


20000 
1! 900000 Normal) eine deutliche zeitliche Differenz vorhanden 
war, dagegen nicht bei Eosin. Paramaecien, welche z. B. zwei 
Stunden in Lésungen genannter Korper verweilt hatten, starben 
erheblich friiher ab als solche, welche nur fiinf Minuten der 
Einwirkung ausgesetzt waren. Dieses Ergebnis laBt sich am 
einfachsten durch die Annahme erklaren, daB die Wirkung des 
Eosins primar eine AuBenwirkung ist und erst sekundir, wahr- 
scheinlich dadurch, daB die Zellplasmahaut photochemisch ver- 
andert und durchlassig geworden ist, eine Innenwirkung nach 
sich zieht, waihrend bei den beiden anderen Stoffen jedenfalls 
eine Innenwirkung mit im Spiele ist. 

Versuche mit konzentrierteren Lésungen bei der zweiten 
Versuchsreihe ergaben aber weiter, daB auch hier eine AuBen- 
wirkung statthat, denn in diesen hédheren Konzentrationen 
starben die Paramaecien in nicht merkbar verschiedener Zeit 
ab, gleichgiiltig, ob sie kurz oder linger in ihnen gelegen 
hatten. Dieses Ergebnis la8t nur die Deutung zu, da8 unter 
diesen Verhialtnissen die AuBenwirkung mit folgender sekundirer 
Innenwirkung so pradominiert, daB die Wirkung der vorher 


beim langeren Aufenthalt im Dunkeln aufgenommenen kleinen 


Farbstoffmengen ganz zuriicktritt.') 

Diese Paramaecien-Versuche leiden nun aber an einem 
Ubelstand, namlich dem, daf die Tiere eine Mundéffnung haben 
und es so ungewiB bleibt, ob die gelésten Stoffe nur durch 
Osmose oder auch durch die mechanische Tatigkeit des Cystoms 
(Aufnahme von Fliissigkeitstropfehen analog jener von festen 
Teilchen) in das Zellinnere gelangten. Infolgedessen war es 
erforderlich, noch andere Zellarten zu untersuchen. 

Als eine zu weiteren Versuchen geeignete Zelle erschien 


1) Um MiB6verstiindnissen vorzubeugen, bemerke ich daB die 
in dieser Abhandlung gebrauchte Bezeichnung Innenwirkung oder 
intracellulare Wirkung nur besagen soll, daB es sich um die photo- 
dynamische Wirkung jenes Teiles von fluorescierender Substanz handelt, 
der an irgendeinem Orte der Zelle (in der Zellmembran oder tiefer) in 
der Weise festgelegt ist, daB er durch Waschen der Zeile nicht sofort 
entfernt werden kann, im Gegensatz zur AuBenwirkung oder peripheren 
Wirkung, welche nur dann auftritt, wenn die Zellen in der Farbstoff- 
lésung belichtet werden. 
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das rote Blutkérperchen, von dem Sachs-Saccharow') zeigten, 
daB8 es durch fluorescierende Stoffe im Lichte unter Auftreten 
von Himolyse ganz analog geschidigt wird, wie es von H. v. 
Tappeiner und Jodlbauer fiir andere Zellen gefunden wurde, 
wobei die Hamolyse ein gutes Ma fiir die Schadigung darstellt. 

Es galt also jetzt, durch Versuche, ahnlich den oben- 
erwahnten, festzustellen, wo bei den roten Blutkérperchen der 
Angriffsort fluorescierender Substanzen liegt. 

Die Versuchsanordnung zur Entscheidung dieser Frage 
war folgende: 

Da die Lichtempfindlichkeit der roten Blutkérperchen nur 
eine geringe ist, indem sie, auch nach Sensibilisierung, in zer- 
streutem Tageslicht nicht zum Ausdruck kommt, wurde eine 
Kohlenbogenlampe beniitzt von 30 Ampere bei 110 Volt mit 
einem Magnaliumreflektor, deren Intensitét ungefahr Sonnen- 
licht gleichkam, wie friiher gemachte Bestimmungen mit Jod- 
kalium -- Eosin als chemischem Photometer gezeigt hatten. 
Um die sog. Warmestrahlen méglichst auszuschalten, muSten 
die Lichtstrahlen zunachst eine Wasserkiihleuvette (von Zeif, 
Jena) passieren, in der bei einer Schichtdicke von 10 cm be- 
stindig frisches Leitungswasser zirkulierte, dann ein parallel- 


wandiges GlasgefaB, in welchem sich 7°/,ige, mit Salzsiure an- 
gesiuerte Eisensulfatlésung befand in einer Schichtdicke von 
15cm. LEisensulfatlésung absorbiert bekanntlich die infraroten 


Strahlen noch besser als gew6hnliches Wasser, naimlich bis auf 
1,2°/, der gesamten Strahlung.*) Erst in diesem von infraroten 
und ultravioletten Strahlen nahezu freien Lichtkegel wurden 
die Proben belichtet, wobei Messungen mit dem Thermometer 
ergaben, daB die Temperatur des belichteten Blutes 37° C auch 
bei fiinfstiindiger Belichtungsdauer nicht iiberstieg. Die Blut- 
aufschwemmungen kamen in 10cm langen Reagensglasern aus 
Jenenserglas, die vorher zur AusschlieBung et waiger Alkaliwirkung*) 
mit stromendem Wasserdampf behandelt waren, auf einer ro- 
tierenden, mit glinzendem weifSem Papier belegten Holzscheibe 
unter rechtwinkliger Incidenz der Strahlen zur Belichtunz. 


1) Sachs-Saccharow, Uber die himolytische Wirkung der photo- 
dynamischen Stoffe. Miinch. med. Wochenschr. 1905, Nr. 7 
2) R. Zsigmondy, Wiedemanns Ann. 49, 533. 
3) Ostwald-Luther, Physiko-chemische Messungen. 
1* 








4 Fr. H. v. Tappeiner: 


Diese Anordnung wurde deshalb getroffen, damit alle Réhrchen 
unter gleichen Lichtverhaltnissen zu stehen kamen und auBer- 
dem ein fortwahrendes Umschiitteln stattfand. Auf diese Weise 
wurde groBte Lichtwirkung bei geringster Warmewirkung erzielt. 

Das zur Verwendung kommende Blut war Rinderblut und 
wurde jeden Tag frisch in bereits defibriniertem Zustand aus 
dem Schlachthause bezogen. Dieses Blut wurde dann so ver- 
diinnt, daB 25 ccm mit physiologischer Kochsalzlésung (0,9°/,) 
auf 500 aufgefiillt wurden. Von dieser Blutkérperchenaufschwem- 
mung wurden dann die roten Blutkérperchen durch eine elek- 
trisch betriebene Zentrifuge (1400 Umdrehungen in der Minute) 
in Glasern von je 100ccm Inhalt abzentrifugiert und mit 
0,9°/, Kochsalzlésung viermal gewaschen. Eine viermalige Wa- 
schung geniigte vollig, da mit keiner Eiwei8probe mehr im 
letzten Spiilwasser Eiwei8 nachgewiesen werden konnte. Es ist 
dies wichtig wegen der von G. Busck') gefundenen Hemmung 
der photodynamischen Wirkung durch zugesetzte EiweiBstoffe. 

Die so gewonnenen Blutkérperchen wurden dann noch mit 
der fiinffachen Menge 0,9°/, Kochsalzlésung verdiinnt, so daf 
eine Konzentration entstand, in der die roten Blutkérperchen 
von 1 ccm frischen Rinderblutes in 100 cem 0,9°/, Kochsalz- 
lésung aufgeschwemmt waren = 1°/,. Von dieser Blutkérperchen- 
aufschwemmung wurden dann immer 5 ccm mit 5 ccm Farbstoff- 
lésung in 0,9°/, Kochsalzlésung gemischt und belichtet. 

Um den Beginn der eintretenden Hamolyse sicher erkennen 
zu kénnen, wurde der von Gros*) angegebene Apparat beniitzt. 
Vor einer kleinen Gliihbirne befindet sich im Abstand von un- 
gefahr 1*/, m ein gréBerer Schirm aus Karton, in den eine 
Sammellinse eingesetzt ist. Der Schirm dient zum Abhalten 
aller seitlichen Strahlen. Die Linse entwirft von der Gliihlampe 
ein verkleinertes umgekehrtes Bild in geringem Abstand von 
dem Schirm. Bringt man die Reagensglaser vor den Schirm, 
so erkennt man den Beginn der Hiamolyse daran, da der 
Kohlenfaden der Lampe sichtbar wird, wahrend vorher héchstens 
ein heller Lichtkreis vorhanden war. Bei einiger Ubung ist 


1) G. Busck, Diese Zeitschr. 1, 425, 1906. 

2) Gros, Uber das Auftreten der Lackfarbe des Blutes in Blut- 
kérperchensuspensionen unter dem Ejnflu8 der Warme. Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharmakol. 57, Heft 1 u. 2. 
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jedoch auch ohne weitere Einrichtungen der Beginn der Hamo- 
lyse leicht zu erkennen, wenn man die Réhrchen vor eine 
Flamme hilt. 

Ich gehe nun auf die Versuche selbst ein. Sie sind an 
Korpern ausgefiihrt, welche im Dunkeln keine bemerk- 
bare Schidigung der roten Blutkérperchen ausiiben. 
Die Belege hierfiir werden im Abschnitt D gebracht werden. 


A. Untersuchungen tiber den EinfluB der Konzentration und 
der Aufenthaltszeit der Blutkérperchen in der Farbstofflésung 
auf die Himolyse. 


I. Bei welcher Konzentration der fluorescierenden 
Stoffe werden die roten Blutkérperchen am_ schnellsten 
aufgelést? 

Samtliche zu diesem Zwecke gemachten Versuche sind 
um ganz sichere Resultate zu gewinnen, O6fters wiederholt 
worden. Der Kiirze halber wird immer nur ein Versuchsproto- 
koll angefiihrt. 

Optimumbestimmung fiir Eosin (Mol.-Gew. 692). 

Tabelle I. 


Konzentration!) Konzentration') Belichtungsdauer bis zu 


der der Beginn Vollendung 
Blutlésung Farbstofflésung der Hamolyse 
0,5 9/5 1/509 mol. 30’ 34’ 
0,5°/, | 23’ 27’ 
0,5°/, */se00 on ig 19’ 
0,59/, 1 /s000 16’ 17’ 
0,5°/o */10000 » 20’ 22 
0,5°/, */40000 » 40’ 44’ 


Aus der Tabelle ist ersichtlich, daB bei Eosin nicht die 
héchste Konzentration die beste Wirkung zur Folge hat, son- 
dern daB das Optimum bei einer Verdiinnung von 
Iso00 Mol. liegt. Ganz dasselbe haben Jodlbauer und 
H. v. Tappeiner gefunden bei ihren Untersuchungen iiber die 
Wirkung des Eosins auf Invertin.?) 


1) Alle Konzentrationen sind so angegeben, wie sie sich nach der 
Mischung mit der Blutlésung, resp. Farbstofflésung darstellen. 

2) A. Jodibauer und H. v. Tappeiner, Uber die Abhangigkeit 
der Wirkung der fluorescierenden Stoffe von ihrer Konzentration. Arch, 
f. klin. Med. 86, 1906 











Fr. H. v. Tappeiner: 


In gleicher Weise wurden auch die iibrigen Glieder der Fluo- 
resceinreihe von mir untersucht, ebenso die Giftwirkung (d. h. die 
eventuelle Himolyse im Dunkeln). 


I, Himolyse im Lichte. 
Art des Kérpers und Konzentration nach Totale Himolyse bei 


der Mischung mit der 0,5°/,igen Blut- Belichtung 
kérperchenaufschwemmung nach Minuten 
yo a ar 35 
e eee oe » sr 120 
1/ 9 
m ja ea te or a 120 
” certs’ _ oC 3 Se 235 
Tetrajodfluorescein. . . . . "so 45 
*/2000 31 
1/ 
. ‘+ + + + “/10000 17 
1/ 99 
/50.000 “o 
1 ‘ 
“ - + + + + *Meo0000 37 
1/ 74 
. - + + + + “/§00000 ‘ 
Tetrachlortetrabromfluorescein 1/59 7 
Py 
410000 10 
1s 
/50000 i4 
1 o7 
200000 oe 
1/ 42 
” /500 000 “ 
Tetrachlortetrajodfluorescein 1/19 go 5 
1/ 6 
/50000 
1/ 9 
/200000 : 
oy 
/ 600 000 13 


II. Hiimolyse im Dunkeln. 
Art des Kérpers und Konzentration 


(1°/,ige Blutkérperchen- Ergebnis 
aufschwemmung) 

Fluorescein ...... . » "/s09 Keine Hamolyse nach 24 Stunden 

Tetrabromfluorescein . . . . 3/99 ‘ ‘ » 2 

Tetrajodfluorescein. . . . . !/,9 000 ” " » 24 

Tetrachlortetrabromfluorescein?/, 9999 | Totale Himolyse nach 2 Minuten 
‘ 1/50000 " m .  3Stunden 
” "/ 50000 ” ” » 24 ” 

Tetrachlortetrajodfluorescein 1/,9 999 i ” , 1 Minute 
. 1/e0000 - - » 8 Minuten 
s */s0.000 1 Stunde 


Unter Beriicksichtigung der von einigen Kérpern schon im 
Dunkeln bewirkten Hiamolyse ergibt sich, daB die Sensibilisierung 
zunimmt mit fallender Fluorescenz in der Reihenfolge: Fluores- 
cein; Tetrabromfluorescein (Eosin), Tetrachlortetrabromfiuorescein 
(Phloxin), Tetrajodfluorescein (Erythrosin), Tetrachlortetrajodfluorescein 
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(Rose bengale). Die gleiche Regel wurde bekanntlich von H. v. 
Tappeiner undJodlbauer bei der Wirkung auf Paramaecien gefunden, 
wenn die relative Lichtwirkung, nicht die Bruttowirkung ohne Beriick- 
sichtigung der Dunkelwirkung (Giftigkeit) verglichen wurde. 


Optimum bestimmung fiir Methylenblau. 
Tabelle II. 


Konzentration Konzentration Belichtungsdauer bis zu 
der der Beginn Vollendung 
Blutlésung Farbstofflésung der Hamolyse 
0,5°/9 1/599 mol. nach 150’ keine Hamolyse 
0,5°/o */2000 80’ 88’ 
0,5°/, Mee » 60 64! 
0,5°/9 1/0000» 50’ 52’ 
0,5°/9 */250000 » 53’ 56’ 
0,5°/o */1 000000 » 85’ 93’ 
0,5°/o */2000000 » 110’ 120 
0,5°/9 ohne Farbstoff nach 150’ keine Hamolyse 


Auch beim Methylenblau bedingt also nicht die héchste 
Konzentration die beste Wirkung, sondern das Optimum liegt 
hier bei einer Verdiinnung unter */,,9,, wahrscheinlich in der 
Nahe von */,59,, mol. Die Erklirung hierfiir ist wohl in dem 
Umstande zu suchen, da8 dieser Farbstoff ein sehr hohes Ab- 
sorptionsvermogen besitzt, bei Verwendung der konzentrierteren 
Loésungen daher keine wirksamen Strahlen in die zentraleren 
Teile der Reagensglaser gelangen konnten. Fiir diese Erklarung 
spricht insbesondere der in Abschnitt B, V angefiihrte Versuch 
mit Phenosafranin. 


Optimumbestimmung fiir dichloranthracendisulfon- 
saures Natron (Mol.-Gew. 451). 
Tabelle III. 


Konzentration Konzentration Belichtungsdaver bis zu 

der der fluores- Eintritt Vollendung 
Blutlésung cierenden Stoffe der Haimolyse 

0,5°/, 1/599 mol. 35’ 40’ 
0,5° Hie ~ 80’ 90/ 
0,5/, | 205 217’ 
0,5°/ 1/,00000 » nach 240’ keine Hamolyse 
0,5°/5 ohne Farbstoff a oe 


Aus dieser Tabelle ist zu ersehen, daB die héchste Kon- 
zentration die beste Wirkung dufert und mit abnehmender 











Ss Fr. H. v. Tappeiner: 





Konzentration eine rasche Abnahme der Wirkung eintritt. 
Ganz analog sind die Resultate, die Jodlbauer und H. v. 
Tappeiner') bei ihren Bestimmungen an Invertin und Jod- 
kalium fiir diesen Korper bekamen. 


Il. Tritt Himolyse schneller ein, wenn die roten Blutkérper- 
chen vor der Belichtung liingere Zeit in den Farbstofflésungen 
gelegen haben? 





Versuch mit Eosin. 
Viermal gewaschene rote Blutkérperchen wurden mit 


Eosinlésung mol. 5%, bzw. 35, 2" und O08 vor dem 


of 
/1000 
Belichten gemischt und dann gleichzeitig belichtet. 


Tabelle IV. 


Zeit, die die Blut- 
Konzentration Konzentration kérperchen mit Belichtungs- 
der der der Farbstoff- dauer bis zur 
Blutlésung Farbstofflésung lésung in Beriih- Himolyse 
rung waren 
0,5°/, 1/5999 mol. 5 15’ 
0,5° 0 . 2000 ’ 3" 15’ 
0,5° ° 1/000 . 2b 15}/,’ 
0,5°/, Neeson 0» 16*/,’ 


Versuch mit dichloranthracendisulfonsaurem Natron. 
Viermal gewaschene rote Blutkérperchen werden mit der 
Lésung des Anthracenkérpers in einer Konzentration */,,, mol. 


ca. 5, bzw. 3, 2 und O Stunden vor dem Belichten versetzt 
und dann gleichzeitig belichtet. 


Tabelle V. 
Zeit, die die Blut- 


Konzentration Konzentration kérperchen mit Belichtungs- 
der des der Farbstoff- dauer bis zur 
Blutlosung fluoresc. Kérpers lésung in Beriih- Hamolyse 
rung waren 

0,5/, 1/s099 mol. 5h 85’ 

0,5 °/, /s000 on 34 86’ 

ot , 

0,5°/, 3/5000» 2 90 

~ j } =? 

0,5°/o 1000» 0 95 


1) A. Jodlbauer und H. v. Tappeiner, Uber die Abhangigkeit 
der Wirkung fluorescierender Stoffe von ihrer Konzentration. A. a. O. 
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Diese beiden Tabellen zeigen, daB das langere Ver- 
weilen der Blutkérperchen in der Farbstofflésung im 
Dunkeln den Eintritt der Hamolyse bei der Belich- 
tung nur in sehr geringem MaBe beférdert. 


B. Untersuchungen iiber den Angriffsort. 


Es wurden folgende zwei Versuchsanordnungen durch- 
gefiihrt: 

Die auf die beschriebene Weise gewaschenen roten Blut- 
kérperchen wurden einmal mit der gleichen Menge Farb- 
stofflésung versetzt und verschieden lange Zeit im Dunkeln 
unter 6fterem Umschiitteln stehen gelassen und das andere Mal, 
versetzt mit verschieden konzentrierter Farbstofflésung, 
eine gleich lange Zeit. 

Danach wurden die roten Blutkérperchen abzentrifugiert 
und so lange mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung gewaschen, bis im 
letzten Spiilwasser, mit Linse im kiinstlichen Licht untersucht, 
keine Fluorescenz mehr zu sehen war. Dies war gewohnlich 
nach sechsmaligem Zentrifugieren und Waschen erreicht. Dann 
wurden die roten Blutkérperchen, in Kochsalzlésung aufge- 
schwemmt, belichtet. Einige Versuchsprotokolle sollen ange- 


fiihrt werden. 


I. Versuch mit Eosin bei gleicher Konzentration und 
verschiedener Zeit. 


a) Viermal gewaschene Blutkérperchen werden mit Eosin- 


lésung '/ mol. in 0,9°/,iger Kochsalzlésung zu gleichen Teilen 


/1000 10 
versetzt, und zwar zu verschiedenen Zeiten: 5, 3, 1 und 0 Stunden 
vor dem Zentrifugieren. Dann werden alle Proben zu gleicher 
Zeit zentrifugiert und sechsmal gewaschen. Im letzten Spiil- 
wasser war kein Eosin mehr nachweisbar. Zu diesen Proben 
kommt bei der Belichtung noch eine Blutkérperchenauf- 
schwemmung mit Kochsalzlésung aa und eine mit Eosin * ,,,, 
mol. versetzte. 

Das Belichtungsergebnis ist folgendes: 
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Tabelle VI. 


Zeit, die die roten 
Blutkérperchen mit dem 
Eosin in Beriihrung 


Belichtungsdauer bis 
zum Eintritt der 
Hamolyse 


Konzentration des 
Eosins vor dem Ab- 
zentrifugieren 


waren 
1/5999 mol. 5» 21’ 
1/ 2h 911// 
2000» 3 211/, 
/ 15 ooO1/ / 
2000 <<'/2 
*/2000 0° 22" 
bleeee x Blut ohne Eosin keine Hamolyse 
2/eo0d » mit m 13’ 


b) Wiederholung dieses Versuches bei einer Eosinkonzen- 
tration */,5999. Die Proben blieben 4, resp. 2, 1 und 0 Stunden 
vor dem Zentrifugieren im Dunkeln stehen. Dann wurde ab- 
zentrifugiert und sechsmal gewaschen. 

Pelichtungsergebnis: 


Tabelle VII. 


Zeit, die dieroten 


Konzentration Blutkiérperchen Belichtungsdauer bis zum 
des Eosins vor im Dunkeln mit Eintritt Vollendung 
dem dem Eosin zu- ft Teles 

Abzentrifugieren sammen waren ys 
1/59999 mol. 45 145’ 154’ 
1/20 000 2 160’ 174’ 
ncaa 1> 165’ 180’ 
*/,0 000 0» 160’ 175’ 

Ergebnis: 


Die Dauer des Aufenthaltes der Blutkérperchen in der 
Eosinlésung hatte bei Konzentration */,,,, keinen deutlichen 
Einflu8 auf den Eintritt der Himolyse, bei Konzentration */,, .o, 
nur einen geringen und inkonstanten im Sinne einer For- 


derung. 


II. Versuch mit Eosin bei verschiedener Konzentration und 
gleicher Zeit. 


Viermal gewaschene Blutkérperchen (1°/,ig) werden zu 
gleichen Teilen versetzt mit einer Eosinlésung */,,, norm., bzw. 
*Ieso> */1000° > /es000: Nachdem die Mischungen 10 Minuten 
im Dunkeln gestanden haben, wird abzentrifugiert und sechs- 


mal gewaschen. Dazu eine Probe Blutkérperchen ohne Eosin. 
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Tabelle VIII. 


Konzentration des Eosins Belichtungsdauer bis zum 
vor dem Zentrifugieren Eintritt der Himolyse 
1/499 mol. 15’ 
. ‘500 ” 25’ 
1/5000 ” 
1/10000 ” te 2" 
1/50000 29 keine Hamolyse nach 2!/," 
ohne Eosin ae Ps » wih 


Wie dieser Versuch zeigt, ist die Konzentration von groBem 
Einflu8 auf den Eintritt der Hamolyse, so zwar, daB die héchste 
Konzentration den gréSten Einflu8 hat. Das Optimum ist hier 
also ein anderes wie in Versuch A,I bei Belichtung der Blut- 
kérperchen in der Farbstofflésung. 


III, Versuch mit dichloranthracendisulfonsaurem Natron bei 
verschiedener Zeit und gleicher Konzentration. 


Viermal gewaschene Blutkérperchen werden mit dichlor- 


anthracendisulfonsaurer Natronlésung */,,, mol. aa versetzt, und 
zwar zu verschiedenen Zeiten 5, 3, 1 und 0 Stunden vor dem 
Zentrifugieren. Dann werden alle Proben zu gleicher Zeit 
zentrifugiert und sechsmal gewaschen. 


Das Belichtungsergebnis ist: 


Tabelle IX. 


. _ _ Zeit, die die Blut- Belichtungsdauer bis zu 
Konzentration des kérperchen mit der Eintritt Vollendun 
Farbstoffs vor dem 4. ; , —— : 8 
; ee Lésung im Dunkeln der 
Abzentrifugieren pie a. - ? 
zusammen waren Himolyse 
1/099 mol. 5» 187’ 191" 
35 188’ 194’ 
:* 190’ 190’ 
0» 196’ 196’ 


Die Zeit, welche die Blutkérperchen mit dem Anthracen- 
kérper zusammen sind, ist somit nur von geringem forderndem 
Einflu8 auf den Eintritt der Hamolyse. 


IV. Versuch mit dichloranthracendisulfonsaurem Natron bei 
verschiedener Konzentration und gleicher Zeit. 


Viermal gewaschene rote Blutkérperchen (1°/,ig) werden 
= 4 


der Reihe nach aa versetzt mit "/,59, "/o.9, */1000 UNA */s000 





12 Fr. H, v. Tappeiner: 


norm. dichloranthracendisulfonsaurer Natronlésung, dann zwei 
Stunden im Dunkeln stehen gelassen, sechsmal abzentrifugiert 
und belichtet. 
Tabelle X. 
Konzentration der Anthracen- Belichtungsdauer bis zu 
Lésung Eintritt Vollendung 
vor dem Zentrifugieren der Hamolyse 
1/599 mol. 114’ 129’ 
1 500 ? 186’ 192’ 
194’ 199’ 
Diem: 199’ 204’ 
ohne keine Haimolyse nach 240’ 


1/ 
2000 


Diese Tabelle lehrt, da8 Himolyse um so schneller ein- 
tritt, je konzentrierter die einwirkende Farbstofflésung war. 

Die Resultate dieser Versuchsreihen, kurz zusammen- 
gefaBt, sind also: 

1. Eosin und dichloranthracendisulfonsaures Natron treten 
in die roten Blutkérperchen ein, und zwar in wirksamer Form, denn 
bei nachfolgender Belichtung der abzentrifugierten Blutkérperchen 
tritt Hamolyse ein. 

2. Es macht keinen wesentlichen Unterschied aus, ob die 
Blutkérperchen vor dem Zentrifugieren lang oder kurz mit den 
fluorescierenden K6rpern in Beriihrung waren, sie gehen bei 
folgender Belichtung alle nahezu gleich schnell zugrunde. 
Das Maximum der Farbstoffaufnahme wird also sehr schnell 
erreicht. 

3. Das Maximum wiachst mit der Konzentration; die Blut- 
kérperchen gehen schneller zugrunde, wenn die Lésung, in 
der sie lagen, konzentrierter war. 

4. Die Hamolyse tritt erheblich rascher ein, wenn die 
Blutkérperchen mit der Farbstofflésung belichtet werden, als 
wenn sie von derselben vorher befreit wurden. 


V. Versuche mit Methylenblau und Phenosafraninchlorid. 


Viermal gewaschene Blutkérperchen werden mit Methylen- 
blaulésung */,,,, mol zu gleichen Teilen versetzt und 4 resp. 
2 und O Stunden im Dunkeln stehen gelassen, dann abzentri- 


fugiert, sechsmal gewaschen und belichtet. 
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Zeit, die die Blut- 
kérperchen vor Konzentration Konzentration Eintritt 
dem Zentrifugieren des der der 
in der Farbstoff- Blutes Farbstofflésung Hamolyse 
losung waren 
4 0,5°/ 1/4909 mol. nach 3" keine Hamolyse 
Ob 50; h 
2" 0,5°/o "/s000 3 
h 5 0/ 
1 59/9 */en00 re is 


0» 0,5°/ : ‘4000 or ” 35 


Es trat also keine Himolyse ein trotz mehrstiindiger Be- 
lichtung. 

Das gleiche war der Fall bei einem anderen Versuch mit 
verschiedener Konzentration des Methylenblaues bei gleicher 
Zeit. Diese negativen Ergebnisse erklaéren sich wahrscheinlich 
dadurch, daB das Methylenblau wohl in die Blutkérperchen 
eintrat, aber sofort zu Leukokérper reduziert und somit un- 
wirksam wurde. 

Bessere Resultate ergaben die Versuche mit Pheno- 
safranin, welche nachtraglich von Harzbecker und Jodl- 
bauer nach gleichen Methoden ausgefiihrt wurden. Das 
Phenosafranin ist im Dunkeln ohne Einwirkung, im Lichte 


hingegen fiihrt es Hamolyse herbei, sowohl wenn die Blut- 
kérperchen in seiner Lésung belichtet werden, als auch wenn 
die Farbstofflésung vorher abzentrifugiert worden war. Die 
Ergebnisse sind in folgenden, der Dissertation von Harzbecker’) 
entnommenen Tabellen enthalten. 


I. Versuch. 
Phenosafranin auBerhalb und innerhalb der Zellen, d. h. 
Phenosafraninlésung nicht abzentrifugiert. 
Konzentration Eintritt 
der Farbstofflésung der Hamolyse nach 
1 90 Minuten 
’ 70 
60 
95 
110 
125 


/ 
/2000 
‘5000 
1/ 
/20000 
1/ 

/100 000 
1/ 

/ 500000 


1 
42000000 


II. Versuch. 
Phenosafranin innerhalb der Zellen, d. h. Phenosafranin- 
lésung vor der Belichtung abzentrifugiert und durch Kochsalzlésung ersetzt: 


1) O. Harzbecker, Inaug,-Dissert., Miinchen 1908. 
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Eintritt der 


Konzentration Himolyse nach 
1/200 75 Minuten 
1/500 55 
2000 40 
1/5000 65 
1/20000 80 
1/190000 115 

Ergebnis: 


1. Bei Belichtung der Blutkérperchen in der Safranin- 
lésung ist das Optimum der Wirkung ahnlich wie bei Methylen- 
blau erst bei groBer Verdiinnung (*/,,9, mol.) erreicht, bei 
Belichtung der von der Safraninlésung durch Waschen ge- 
trennten Blutkorperchen hingegen ist es bei '/,,.. gelegen, auch 
tritt in diesem Falle die Hiamolyse friiher ein (40 Minuten 
gegen 60 Minuten im ersteren Falle). Diese Differenz erklart 
sich wohl aus dem Umstande, da8 von dem in der AuBen- 
lésung befindlichen Phenosafranin sehr viel wirksame Strahlen 
absorbiert werden, ehe das Licht zu den Blutkérperchen tritt, 
wogegen im zweiten Falle, wo der Farbstoff innerhalb der 
Zellen ist, simtliches Licht an die Blutkérperchen gelangt. 

2. Die fiir Phenosafranin an gewaschenen Blutkérperchen 
gefundene optimale Konzentration ist dieselbe, wie sie von 
Jodibauer und H. v. Tappeiner bei der Lichtwirkung fiir 
die Kérper der Fluoresceinreihe und des Methylenblaus auf In- 
vertin sowie von mir fiir die in Eosinlésung belichteten Blut- 
kérperchen gefunden wurde. Wogegen ich an den gewaschenen 
Blutkérperchen fiir Eosin fand, da8 die héchste Konzentration 
dieses Farbstoffes den héchsten Effekt besa8. Es spricht dies 
fiir besondere Bindungsverhaltnisse des Eosins in den Blut- 
kérperchen, wie im Abschnitt C noch besprochen werden soll. 


C. Bestimmung der Menge der in die roten Blutkérperchen 
eingetretenen Farbstoffe auf colorimetrischem Wege. 


Bei allen beschriebenen Versuchen wurden immer Kontroll- 
proben der gewaschenen Blutkérperchen, nachdem sie mit Eosin 
oder dichloranthracendisulfonsaurem Natron langere oder kiirzere 
Zeit im Dunkeln gestanden, sodann abzentrifugiert und gewaschen 
waren, noch liingere Zeit beobachtet, um zu sehen, ob der 
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aufgenommene Farbstoff nicht etwa auch ohne Belichtung 
himolytisch wirke. Es zeigte sich keine Hamolyse, wohl aber 
ein Austritt des fluorescierenden Kérpers, der namentlich bei 
Eosin viel starker war, als er nach dem Sensibilisierungsgrad 
der abzentrifugierten Blutkérperchen zu vermuten war, und die 
Aussicht erdffnete, die eingetretene Farbstoffmenge auSer durch 
die photodynamische Reaktion auch noch auf einem anderen 
Wege zu bestimmen, namlich durch direkte Messung auf opti- 
schem Wege. Es wurde folgendermaBen vorgegangen: 

25 cem der viermal gewaschenen einprozentigen Blut- 
kérperchenaufschwemmung wurden 4a versetzt mit Farbstoff- 
lésung und verschieden lange Zeit im Dunkeln stehen gelassen. 
Danach wurden sie abzentrifugiert und sechsmal gewaschen. 
Mit Kochsalzlésung auf genau 50 ccm aufgefiillt, blieben sie 
dann zw6lf Stunden im Eisschrank stehen. In die iiber- 
stehende Fliissigkeit ist zu dieser Zeit der Farbstoff wieder 
ausgetreten, denn lieB man die abermals abzentrifugierten Blut- 
kérperchen nochmals zwoélf Stunden stehen, so war kein Farb- 
stoff in der Fliissigkeit mehr nachzuweisen. In der iiberstehenden 
Fliissigkeit wurde sodann ermittelt, wieviel ihr Kochsalzlésung 
zugefiigt werden muBte, bis der mit Sammellinse durch eine 
konstante Lichtquelle (Sonne) entworfene Fluorescenzkegel oder 
ein bestimmter Absorptionsstreifen im Spektrum verschwand. 
Bei Eosin kamen beide Methoden zur Verwendung. Sein Ab- 
sorptionsstreifen verschwindet, in Schichtendicke von 2,8 cm 


untersucht, bei Verdiinnung auf */ mol. Der Fluorescenz- 


650000 
kegel war fiir mein Auge nicht mehr wahrnehmbar bei Ver- 
diinnung auf */,., 400000. Die Konzentration von Dichloranthracen- 
disulfonat wurden mittels Fluorescenz bestimmt; dieselbe ver- 


schwand bei Verdiinnung auf */, 555999 mol. Die Absorption in 
/ 


der Phenosafraninlésung verschwand bei Verdiinnung auf "/,,,. 5, 


mol bei 2,8 cm Schichtendicke und Verwendung von gewoéhn- 
lichem Tageslicht. 

Aus diesen Verdiinnungszahlen und den von mir mit den 
Hamokriten von Hedin') gefundenen Volum der Blutkérper- 
chen des Rindes in der 5°/,igen Aufschwemmung zu 2,0°), 


konnte sodann die Konzentration der Farbstoffe in den Blut- 


1) Pfliigers Archiv 60, 360. 
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kérperchen berechnet werden. Durch Zahlen in der Thomas 
ZeiBschen Zahlkammer wurde auGSerdem auch noch die Zahl 
der roten Blutkérperchen in 50 ccm der 1°/, igen Aufschwemmung 
festgestellt. Sie betrug 2412'/, Millionen. 


Bestimmung fiir Eosin. 


a) 25 ccm einer 1°/,igen Blutkérperchenlésung wurden der 


Reihe nach zu gleichen Teilen versetzt mit ' norm. Eosin 


/4000 
und 4 resp. 2 und 0 Stunden im Dunkeln gelassen. Nach dieser 
Zeit wurden die drei Proben gleichzeitig durch Abzentrifugieren 
und sechsmaliges Waschen vom Eosin befreit. Im letzten Spiil- 
wasser war kein Fluorescenzkegel mehr zu erkennen. Die 
drei Proben kamen dann in den Eisschrank und blieben hier 
12 Stunden stehen. Nach dieser Zeit ist das Eosin aus den 
Blutkérperchen in die Kochsalzlésung ausgetreten, und zwar 
war seine Konzentration in allen Proben dieselbe, namlich 
*/,00000 Mol oder */,,, mol auf das Volum der Blutkérperchen 
berechnet. 


b) Ein anderer Versuch mit Eosin wurde folgendermaBen 
angestellt: 25 ccm der 1°/,igen Blutaufschwemmung wurden der 
Reihe nach versetzt mit 25 cem Eosinlésung */,59, */o;9: */599 und 
*/,000 Mol und 2 Stunden im Dunkeln stehen gelassen; danach 
sechsmal abzentrifugiert und gewaschen. Die so vorbereiteten 
Blutkérperchen wurden dann durch Zusatz von destilliertem 
Wasser aufgelést. Nach dem Ausduern wurde alles Eosin mit 
Chloroform ausgeschiittelt, im Scheidetrichter vom Wasser ge- 
trennt und nach Alkalisierung in wasserige Lésung iibergefiihrt, 
in welcher dann die Bestimmung der Konzentration gemacht 
wurde. 

Auf diese Weise wurde gefunden, daB mit absteigender 
Konzentration des Eosins auch die Menge des eintretenden 
Eosins abnimmt. 


Konzentration des Konzen- Konzentration Daraus berechnete 
Eosins vor dem tration des ausgetretenen Konzentration in 
Abzentrifugieren des Blutes [Eosins in 50ccm den Blutkérperchen 

i 200 mol. 0,5°/ 1/45 000 mol. 1/oy mol. 
"e005 0,5°/o "/e0000 5s "hes + 

/ = / j/ / 
"/1000 »» 0,5°/o 1/r9000 9 Mie» 


0; 1/ 1 
1/s000 9 0,5 /0 /72500 + /168 
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Ergebnis: 


1. Die Menge des eintretenden Eosins ist in weiten Grenzen 
unabhiangig von der Zeit, die die roten Blutkérperchen mit 
dem Eosin in Beriihrung waren (Versuch 12); 

2. Abhingig dagegen von der Konzentration der Aufen- 
lésung (Versuch 13). Diese beiden Punkte stimmen mit den 
Bestimmungen durch die photodynamische Reaktion iiberein. 

3. In den roten Blutkérperchen ist das Eosin in héherer 
Konzentration versammelt als der Intensitaét der Sensibilisierung 
entspricht, ja sogar héher als in der AuGenlésung (Versuch 4). 
Diese sehr merkwiirdige Tatsache weist darauf hin, da8 das Eosin 
nicht allein durch Osmose aufgenommen wird, sondern da8 eine 
chemische oder, wie ich fiir wahrscheinlicher halte, eine adsorp- 
tive Bindung an gewisse Blutkérperchenbestandteile stattfindet. 
Mit dieser Annahme stimmt auch die Beobachtung, daB die 
Aufnahme in wenigen Minuten nahezu vollendet ist, der Aus- 
tritt hingegen Stunden in Anspruch nimmt. Adsorptions- 
Bindungen vollziehen sich bekanntlich meist mit sehr groBer 
Geschwindigkeit. 


Bestimmung fir dichloranthracendisulfonsaures 
Natron. 


Es wurde derselbe Versuch gemacht, wie oben fiir Eosin 
beschrieben wurde. 25 ccm der 1°/,igen Blutkérperchenauf- 
schwemmung wurden zu gleichen Teilen versetzt mit dichloran- 
thracendisulfonsaurem Natron in den Konzentrationen */,,,, 
*/ 550° */1000° -/s000 Mol. Nachdem die Mischungen 2 Stunden im 
Dunkeln gestanden, abzentrifugiert und gewaschen waren, blieben 
sie iiber 24 Stunden im Eisschrank stehen. Nach dieser Zeit 
war das dichloranthracendisulfonsaure Natron ausgetreten. Zur 
Bestimmung seiner Konzentration wurde mit Kochsalzlésung 
(0,9°/,) so lange verdiinnt bis der Fluorescenzkegel — mittels 
Linse in der Sonne erzeugt — verschwand. Dies war der Fall 
bei */,9000000 Mol. Ohne Linse erkennt man die Fluorescenz 


nur bis zu einer Konzentration */, 595999 mol. Ich erhielt folgendes 
Resultat: 


Biochemische Zeitschrift Band 13. 9 
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Konzentration des Konzentration Konzentration um- 


Konzen- 
Anthracens a des ausgetretenen gerechnet auf das 
vor dem pe Blute Anthracens Volumen der roten 
r . e 28 . es 
Zentrifugieren in 50 ccm Blutkérperchen 
1/599 mol. 0,5°/, 1/3 500000 mol. 1/3443 mol. 
/ mO/ 1/ 
1/500» 0,5°/9 "/s000000 > /s130 » 
j 0 / 
*/2000 + 0,5°/9 1/s000000 > Meiso + 
; 1 ; 
. 10000 »* 0,5° 0 1/4 000000 »* /3130 = 
Ergebnis: 


Die Konzentration, in der dieser Kérper in den roten Blut 
kérperchen enthalten ist, ist betrichtlich geringer als die Kon- 
zentration in der AuBenlésung und scheint von letzterer in 
weiten Grenzen nahezu unabhiangig zu sein. 


Bestimmung fiir Phenosafraninchlorid. 


Dieselbe leidet an dem Ubelstande, daB es auch nach 
zehnmaligem Zentrifugieren und Waschen der Blutkérperchen 
mit Kochsalzlésung nicht gelang, eine von Farbstoff vollstandig 
freie AuBenlésung zu erhalten, wahrend bei den vorher unter- 
suchten Koérpern ein fiinfmaliges Zentrifugieren geniigte. Es 
diirfte dies dem Umstande zuzuschreiben sein, daB der Austritt 
des Phenosafranins in die farbstofffreie AuBenlésung sehr rasch 
erfolgt. Die in folgender Tabelle angegebenen Werte sind da- 
her nur als erste Annaherungen an den wirklichen Gehalt zu 


betrachten. 
Konzentration des Phenosafranins 
Konzentration in den Blutkérperchen, nachdem 
sie von der FarbstoffauBenlésung 
durch Zentrifugieren getrennt, 
zwei Stunden in Kochsalzlésung 
gestanden hatten 


des Phenosafranins 
in der AuBenlésung 


1 / 

200 "a4 
1/. 1/ 

500 /1333 
1/ 1/ 

/ 2000 / 2000 

“ ‘ 
Ergebnis: 


Phenosafranin tritt in ansehnlicher Menge in die Blut- 
korperchen ein. Die erreichte Konzentration bleibt jedoch im 
allgemeinen unter jener der AuBenlésung, wenigstens gilt dies 
fiir die konzentrierten AuBenlésungen. 
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D. Untersuchungen iiber die Dunkelwirkung der verwendeten 
fluorescierenden Stoffe. 


Die roten Blutkérperchen zeigen, wenn man sie mit den 
von mir beniitzten Farbstofflésungen zusammenbringt und im 
Dunkeln stehen laBt, keine Himolyse. Damit ist aber das 
Stattfinden einer gewissen Schidigung, die erst manifest wird, 
wenn die gréBere Schadigung durch das Licht hinzutritt, nicht 
ausgeschlossen. Um zu entscheiden, ob eine solche Dunkel- 
wirkung geringen Grades vorhanden ist, wurde die eventuelle 
Wirkung der fluorescierenden Substanzen im Dunkeln mit jener 
eines anderen stark schidigenden Agens, der Wairme, kombiniert. 

Normale rote Blutkérperchen gehen bei einer bestimmten 
Temperatur in einer bestimmten Zeit zugrunde.') Haben die 
Blutkérperchen aber vorher schon eine Schadigung durch irgend 
etwas, z. B. Spuren von Sauren oder Alkali, die fiir sich allein 
noch keine Himolyse zu bewirken verméchte, erfahren oder 
kommt eine solche zu der Warmewirkung noch hinzu, so tritt 
die Hiamolyse friiher ein. 

Die Versuchsanordnung war folgende: In einem Thermo- 
staten stand eine groBe mit Wasser gefiillte Glaswanne, in der 
in einem Rahmen nach allen Seiten verschieblich eine Gliih- 
lampe angebracht war. Auf der Wanne lag in einem ungefahren 
Abstand von 20 cm von der Lampe eine horizontale durch- 
bohrte Platte, in die die Reagensglaser gesteckt werden konnten. 
Die Lampe konnte so bequem hinter jedes einzelne Glaschen 
geschoben werden, ohne daS man es aus dem Wasser nehmen 
muBte. AuSerdem hatte die Anordnung den Vorteil, daB die 
Wanne nicht direkt, sondern indirekt geheizt wurde, wobei 
Temperaturschwankungen im Wasser leichter auszuschlieBen 
waren, wie auch ein Kontrollthermometer, das konstante Tempe- 
ratur zeigte, bewies. Der Beginn der Himolyse konnte bei 
dieser Einrichtung auf das genaueste erkannt werden. Bei 
dieser Gelegenheit wurde auch untersucht, ob es von Einflui 
auf den Eintritt der Haimolyse ist, wenn die Blutkérperchen- 
aufschwemmung mit Kohlensiure gesittigt war. Es wurde in 


1) Gros, Uber das Auftreten der Lackfarbe des Blutes in Blut- 
kérperchensuspensionen unter dem Einflu8 der Warme. Arch. f. experim. 
Pathol. u. Pharmakol. 57, Heft 1 u. 2. 
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die 1°/,ige Blutkérperchenaufschwemmung wahrend 10 Minuten 
Kohlensaéure eingeleitet und bei mehreren der nachfolgenden 
Versuche Parallelversuche mit kohlensaéurereichem und kohlen- 





siurearmem Blut gemacht. Es ergab sich dabei, daB der Ge- 
halt der Aufschwemmung an Kohlensdure von keinem 
merkbaren Einflu8 auf den Eintritt der Hamolyse ist. 


1. Versuch mit Eosin. 


Viermal gewaschene rote Blutkérperchen wurden der Reihe 
nach zu gleichen Teilen versetzt mit Eosinlésung in den Kon- 
zentrationen */,59, */s50> */i000» */s000 Und blieben in diesen Mi- 
schungen 2 Stunden im Dunkeln stehen. Nach dieser Zeit 
wurden sie in je zwei Halften geteilt, wovon die eine mit 
Eosinlésung in der entsprechenden Konzentration aufs fiinf- 
fache verdiinnt wurde. Die andere dagegen wurde abzentri- 
fugiert, fiinfmal gewaschen und dann ebenfalls aufs fiinffache 





mit 0,9°/,iger Kochsalzlésung verdiinnt. Die Verdiinnung ge- 
schah, um den Beginn der Hamolyse besser verfolgen zu kénnen, 
der bei konzentrierteren Blutkérperchensuspensionen durch ein- 
tretende Gerinnung verdeckt wird. 

Die so vorbereiteten Lésungen kamen dann in den Termo- 


staten. 
I. Blutkérperchen in Farbstofflésung. 
Temperatur 59° C. 
Konzentration der Konzentration Eintritt der 
Farbstofflésungen des Blutes Hiamolyse nach 
1/599 norm. 0,1°/ 3}/,’ 
1/500 09s 0,1°/p 5’ 
*/2000 + 0,19 14’ 
*/10.000 0,1°/o 141/, 
ohne Eosin 0,1°/ 15’ 


Ii, Blutkérperchen yon der Farbstofflisung abzentrifugiert. 


Temperatur 59° C. 


Konzentration des Eosins Konzentration Eintritt der 
vor dem Zentrifugieren des Blutes Himolyse nach 
1/599 norm. 0,1°/ 151/,’ 
1/509 9s 0,1°/ 15’ 


1 10000 >> 0,1°/ 151/,’ 
15’ 


0 
0 
1/s000 +» 0,1°/ 151/, 
0 
ohne Eosin 0,1°/ 
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2. Versuch mit dichloranthracendisulfonsaurem Natron. 
Dieser Versuch wurde ganz ebenso wie der Versuch mit 


Eosin durchgefiihrt. 


I, Blutkérperchen in der Lisung des Anthracenkérpers. 


Temperatur 59° C. 


Konzentration des Konzentration Eintritt der 
Anthracenkérpers des Blutes Himolyse nach 
1/559 norm. 0,1°/ 4’ 
1/500 0,1/ 8’ 
1/s000 ” 0,1° 0 13’ 
1/s0000 » 0,1°/, 14’ 
ohne 0,1°/, 15’ 


Il. Blutkiérperchen yom Anthracenkérper abzentrifugiert. 
Temperatur 59° C. 
Konzentration des 


Anthracenk6érpers Konzentration cintritt der 
vor dem des Blutes Hiimolyse nach 
Abzentrifugier sn 
1/599 norm. 0,1°/ 15’ 
| 0,1°/, 16’ 
1/2000» 0,1°/o 16 
1/10000 ” 0,1°/o 161/,' 
ohne 0,1°/, 15’ 


Man sieht aus diesen vier Tabellen, daB nur dann eine 
schnellere Auflésung der roten Blutkérperchen durch 
die Warme eintritt, wenn sie in der Lésung des Eosins 
oder Dichloranthracendisulfonats zur Erwairmung 
kommen; nicht aber, wenn der Farbstoff vorher ab- 
zentrifugiert wurde. Die Schadigung nimmt zu mit der 
Konzentration. Dieser Befund ist nur so zu deuten, daB erst 
die erwarmte Farbstofflésung deutlich schadigend ein- 
wirkt. Dieses Verhalten gilt aber durchaus nicht fiir 
alle fluorescierenden Stoffe, denn andere, wie z. B. Phloxin 
und Rose bengale, iiben nach meinen in Abschnitt A auf- 
gefiihrten Beobachtungen noch in Konzentrationen von */,5 5, 
mol eine derartige Giftwirkung aus, da8 die Hamolyse schon bei 
Zimmertemperatur und im Dunkeln in 1—2 Minuten total ist. 

Die Arbeit hat folgende Hauptresultate ergeben: 

1. Eosin und dichloranthracendisulfonsaures Natron iiben 
im Dunkeln bei Zimmertemperatur keine bemerkbare Schidi- 
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gung auf rote Blutkérperchen aus, denn nach Trennung von 
der AuBenlésung findet die Himolyse durch Erwairmen auf 59° 
fast genau zu derselben Zeit statt wie bei Blutkérperchen- 
suspensionen ohne vorausgegangene Behandlung mit diesen 
Stofien. 

2. Mit Eosin und dichloranthracendisulfonsaurem Natron 
behandelte und dann abgetrennte Blutkérperchen erfahren in 
relativ kurzer Zeit Himolyse, wennsie Lichtstrahlen voneiner Starke 
ausgesetzt werden, die an sich nach 6 Stunden nicht himo- 
lytisch wirken. Da die genannten Stoffe nach Punkt 1 keine 
nennenswerte Dunkelwirkung besitzen, ist diese Haimolyse als 
ein Beweis dafiir anzusehen, da Eosin und dichloranthracen- 
disulfonsaures Natron in einer Form in die roten Blutkérper- 
chen aufgenommen werden, welche noch sensibilisierend wirkt. 
Uber den Ort dieser durch Waschung der Blutkérperchen nicht 
entfernbaren Ansammlung von Farbstoff, ob im ganzen Blut- 
kérperchen oder nur in den oberflachlichen Schichten, lassen 
die Versuche ein Urteil nicht zu. 

3. Trotz dieser in Punkt 2 konstatierten Innenwirkung ist 
die beim Belichten der roten Blutkérperchen in den fluorescierenden 
Loésungen auftretende Hamolyse doch zum Teil zunachst AuSen- 
wirkung, d. h. Wirkung von Farbstoff, der nicht an den Blutkérper- 
chen haftet, denn die Hamolyse tritt beim Belichten in der Lésung 
erheblich rascher ein, als nach ihrer vorherigen Entfernung 
durch Auswaschung. Vermutlich wird durch diese AuBenwir- 
kung eine Veranderung der Oberfliche der roten Blutkérperchen 
derart hervorgerufen, daB jetzt gréBere Mengen von Eosin und 
dichloranthracendisulfonsaurem Natron in wirksamer Form ins 
Innere gelangen. 

4. Der Eintritt der Hamolyse ist in weiten Grenzen unab- 
hangig von der Zeit, in der die Blutkérperchen mit den fluores- 
cierenden Stoffen in Beriihrung waren, bevor sie abzentrifugiert 
wurden, gleichgiiltig, ob die Einwirkung 4 Stunden oder nur 
wenige Minuten gedauert hat. Dagegen findet bei steigender 
Konzentration steigende Wirkung statt, weil auch die Kon- 
zentration in den Blutkérperchen mit der AuSenkonzentration 
wachst. Und hiermit ist ein groBer Unterschied in bezug auf 
Innen- und AuBenwirkung gegeben, wenigstens beim Eosin, in- 
dem bei ersterer steigende Konzentration steigende Wirkung 
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zur Folge hat und bei letzterer das Optimum bei er- 


1/ 
2000 
reicht ist. 

5. Methylenblau zeigt nur AuSenwirkung, weil es wahr- 
scheinlich nach der Aufnahme alsbald in unwirksame Form 
iibergeht, resp. chemisch verandert wird. Das nicht reduzier- 
bare Phenosafranin zeigte sowohl Innen- wie AuBenwirkung. 

6. Das von den roten Blutkérperchen aufgenommene Eosin, 
dichloranthracendisulfonsaure Natron und Phenosafranin geht 
bei langerem Stehen wieder aus den Blutkérperchen heraus. 
Aus der colorimetrischen Bestimmung der Menge des ausge- 
tretenen Farbstoffes und Bestimmung des Volumens der roten 
Blutkérperchen konnte die Konzentration berechnet werden, in 
welcher diese Farbstoffe in den Blutkérperchen enthalten ge- 
wesen sein muBten. Hierbei ergab sich beim Eosin die nach 
den Erfahrungen an Paramaecien') und den eingangs erwaihnten 
Untersuchungen Overtons iiber die minimale Léslichkeit des 
Eosins in Cholesterin und Lecithin nicht zu erwartende Tat- 
sache, da diese Konzentration héher gewesen sein muBte, 
als der Intensitat der photodynamischen Reaktion entsprach, 
ja sogar hoher als die Konzentration der AuBenlésung. Ein 
Teil dieses aufgenommenen Eosins mu8 in den Blutkérperchen 
in einer Form gebunden oder adsorbiert enthalten sein, welche 
eine Sensibilisierung nicht mehr zulaBt.?) 

Am Schlusse meiner Arbeit driaingt es mich, Herrn Prof. 
Jodlbauer fiir die liebenswiirdige und weitgehende Unter- 
stiitzung herzlich zu danken, die er mir wahrend der ganzen 
Arbeit in freundlichster Weise zuteil werden lieB. 


1) Osthelder und Erhardt, Diese Zeitschr. 12, 290, 1908. 

2) Vermutlich sind die Bindungsverhiltnisse des Cholesterins und 
Lecithins in den roten Blutkérperchen eigenartige und sind auch noch 
andere Lipoide fiir die Aufnahmsfihigkeit des Eosins von bestimmendem 
EinfluB. Dafiir sprechen auch die negativen Resultate, welche Herr 
Hannes im hiesigen Institute an Membranen erhielt, welche nach 
der Methode von Hofmeister-Pascucci mit Cholesterin oder 
Lecithin imprigniert waren: Dieselben wurden weder bei Bestrah- 
lung fiir sich durch sichtbares oder ultraviolettes Licht, noch auf Zusatz 
von Eosinlésung fiir Himoglobinlésung durchgiingig. 











Uber die Dunkelwirkung fluorescierender Stoffe auf 
Eiweib, Toxine und Fermente und ihre Reversibilitat. 


Von 
T. Kudo und A. Jodlbauer. 


(Aus dem pharmakologischen Institut der Universitit Miinchen.) 


(Eingegangen am 1. August 1908.) 


Bereits in friiheren Mitteilungen war die Frage, ob die 
fluorescierenden Stoffe, denen bekanntlich die gemein- 
same Eigenschaft zukommt, die Empfindlichkeit von Zellen, 
Fermenten, Toxinen usw. gegeniiber den sichtbaren Lichtstrahlen 
zu steigern,') auch im Dunkeln eine, wenn auch sehr 
geringe Wirkung auf diese Objekte ausiiben, mehrmals 
beriihrt worden. 

So hat W. Straub’) angegeben, daB Eosin wie auch 
Chininsulfat bereits im Dunkeln aus Jodkaliumlésungen 
Jod abspaltend wirken. Diesen Befund konnte der eine 
von uns (J.)*) bei Verwendung neutraler Lésungen nicht be- 
statigen, und es drangte sich die Vermutung auf, da8 bei 
Straub eine Saurewirkung mit im Spiele war. Denn selbst 
Spuren von Sauren ('/,, 9, mol.) wirken im Dunkeln Jod ab- 
spaltend. 

Ebenso fielen auch Dunkelversuche mit einem Fer- 
mente (Diastase) und einem Toxin (Ricin) bei Verwendung 


1) H. von Tappeiner und A. Jodlbauer, Die sensibilisierende 
Wirkung fluorescierender Substanzen, Leipzig 1907. 

2) W. Straub. Chemische Charakteristik der Wirkung belichteter 
Eosinlésung auf lebende Zellen. Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 
51, 383. 

3) A. Jodlbauer, Weitere Untersuchungen, ob eine Dunkelwirkung 
der fluorescierenden Stoffe statthat? Arch. f. klin. Med. 85, 395 bis 398. 
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von Eosin und dichloranthracendisulfonsaurem Natrium in 


Konzentration von 3 


/soo9 MOl. Negativ aus. 

Dagegen zeigte es sich bei photodynamischen Ver- 
suchen mit Diphtherie- und Tetanustoxin'), daB die 
Kontrolltiere, welche im Dunkeln mit Toxin fluores- 
cierendenStoffen injiziert und gehalten wurden, lange 
am Leben blieben als die Tiere, denen das Toxin 
allein injiziert war. 

Ebenso wiesen Flexner und Noguchi*) nach, da8 
Tetanolysin, wenn man es mit Eosin mengte — 2 cem Lysin 


/ 
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zentration im Gemenge) — bei 37°, C im Dunkeln gehalten 


und 0,3 cem einer 1°/,igen Eosinlésung (somit */,,, mol. Kon- 
vollstindig destruiert wurde. Ahnliches Verhalten zeigte 
Tetanusspasmin, erhalten aus den Filtraten von Bouillon- 
kulturen. Wurde lcem mit 0,5 cem 5°/, Eosin versetzt und 
1 Stunde lang bei 37° C im Dunkeln stehen gelassen, so- 
dann in die Glutaalgegend weiBer Mause injiziert, so traten 
keine Wirkungen mehr auf. 

Es soll schon an dieser Stelle gleich hervorgehoben werden, 
da die Eosinmengen hierbei viel bedeutender waren als in 
den anfanglich mitgeteilten Dunkelversuchen mit Diastase und 
Xicin. 

Ferner konnte Busck®*) in seiner Arbeit tiber die photo- 
biologischen Sensibilisatoren und ihre Eiweibver- 
bindungen mit Sicherheit den Nachweis erbringen, daB der 
Zusatz fluorescierender Stoffe zu Serum auch bei 
volligem Lichtabschlu8 Verinderungen im Serum, so- 
wie solche der fluorescierenden Substanz selbst her- 
vorruft. 

Was die ersteren anlangt, so zeigen sie sich an einem 
im Serum enthaltenen fiir Infusorien (Paramaecium caudatum) 
giftigen Korper (Alexin). Werden zu Serum Paramaecien zu- 


1) A.Jodlbauer und H. von Tappeiner, Uber die Wirkung 
fluorescierender Stoffe auf Toxine. Arch. f. klin. Med. $5, 399. 

2) Flexner und Noguchi, The effect of eosin upon tetanustoxin 
and upon tetanus in rats and guineapigs. Journ. of experim. Med. 8, 
Jan. 1906. 

3) G. Buseck, Die photobiologischen Sensibilisatoren und ihre 
EiweiBverbindungen. Diese Zeitschr. 1, 425 bis 540, 1906, 
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gesetzt, so stellen die Tiere schon nach einigen Minuten ihre 
Bewegungen ein und vereinigen —~ agglutinieren — sich, mit 
den hintersten Polen aneinander stoBend. Werden nun dem 
Serum fluorescierende Stoffe (Tetrabromfluorescein-Natrium, 
Tetrajodfluorescein-Natrium, Phenosafraninchlorid,Dichloranthra- 
cendisulfonsaures Natrium usw.) im Dunkeln zugemischt und 
dann ebenfalls bei Lichtabschlu8 Paramaecien zugegeben, so 
tritt diese spezifische Giftwirkung des Serums auf Paramaecien 
nicht oder in weitaus geringerem Grade ein. 

Die etwas kompliziert liegenden Verhiltnisse mogen zwei von uns 
angestellte Versuche mit Paramaecien beleuchten. Sie enthalten eine 
volle Bestitigung der Busckschen Angaben. 


Versuch I. 
(Dichloranthracendisulfonsaures Natrium.) 


Im Dunkeln wurden in Uhrschilchen gemengt: 1 ecm dichlor- 
anthracendisulfonsaures Natrium in Konzentration von 1/9, 4/o5, 3/50 
und 1/,9, mol. +- 1 cem Brunnenwasser, -+- 1 ccm Rinderserum resp. 1 cem 
Brunnenwasser. Sodann wurde 1 ccm Paramaecienkultur zugesetzt. Der 
Wasserzusatz hat nur die Bedeutung, die fiir Paramaecien schadliche 
Salzkonzentration desSerums herabzudriicken. Die gemischten 4cem blieben 
im Dunkelzimmer zur Beobachtung stehen. 





Dichloranthracen- 
disulfonsaures Rinder- 
Natrium (nach der serum 
Mischung) 


Eintritt des Todes 
(resp. vollstandiger Bemerkungen 
Agglutinierung) 


ohne mit nach 24’ agglutiniert Alexinwirkung 
1/9 mol. ohne » 30 tot Substanzwirkung 
1 “— mit .. 150 tot keine Agglutinierung 
daherSubstanzwirkung 
eg ohne . 120° die meisten 
tot Substanzwirkung 
A/se@ > mit © 24> lebend Alexin- und Substanz- 
wirkung aufgehoben 
een» ohne . 24" tot Substanzwirkung 
1 i 90’ agglutinier irk 
300 mit .. 90° agglutiniert Alexinwirkung 
Mao P ohne ; 24" lebend 
i i 54’ agglutiniert Alexinwirkun; 
400 mit ; of aggiutiniert Alexinwirkung 


Hieraus ist zu ersehen, daB sowohl bei Zusatz von Serum 
allein wie von dichloranthracendisulfonsaurem Natrium 
(1/4, mol) die Tiere sterben, und zwar im ersterenFalle durch 
das Alexin, im letzteren durch die Giftwirkung des Dichlor- 
anthracens. Sind Serum und Dichloranthracen zugleich 
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vorhanden, sotritt das Absterben weit spiater ein. Es hat 
somit eine teilweise Entgiftung des Serums wie der fluores- 
cierenden Substanz stattgefunden. Da die Tiere ohne Agglutinierung 
zu zeigen absterben, ist zu schlieBen, dab die Alexinwirkung vollstandig 
ausgeschaltet ist und somit nur mehr eine allerdings wesentlich herab- 
gesetzte Substanzgiftwirkung vorliegt. Da dem so ist, sieht man aus 
den Versuchen mit 4/,9), mol. Dichloranthracenzusatz. Hierbei leben 
die Tiere ohne sichtbare Stérung selbst nach 24 Stunden. Es ist also 
Alexin- und Giftwirkung vollstindig aufgehoben. 

Geht man mit der Konzentration der fluorescierenden Substanz weiter 
herab, so tritt wieder die Alexinwirkung in Erscheinung. Die Kon- 
zentration reicht nicht mehr aus, das Alexin ganz zu entgiften. 

Das gleiche Bild zeigt einVersuch mit Eosin(Tetrabromfluorescein-Natrium). 


Versuch II (Kosin). 
Anordnung wie bei Versuch I; die Eosinkonzentrationen waren 


1/s09 2/eg, */ses */:00> */eqq mol. 
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Eosin (nach Rinder- Eintritt des Todes 
“i Bemerkung 
der Mischung) serum _ resp. der Agglutinierung 
ohne mit 21’ Alexinwirkung 
1 } ' keine Agglutinierung 
1 =. - 1} daher Substanzwirkung 
1 100’ keine Agglutinierung 
100° ” daher Substanzwirkung 
1 sh D4h- Ta'] lahe Alexin- und Substanz- 
200° _ nach 24" zum Teil lebend cui Taek Geetben 
1 O4h ' Alexin- und Substanz 
100 ? ” » 24 lebend wirkung aufgehoben 
I/e00 + oe ,» 32’ agglutiniert Alexinwirkung 


Der Versuch ist ohne weiteres klar. Bei Zusatz von 1/499 mol. 
Eosin ist der Punkt getroffen, bei dem einerseits die Wirkung der 
fluorescierenden Substanz, anderseits die Alexinwirkung aufgehoben ist. 
Bei héherem Eosinzusatz tritt die Eosingiftwirkung, bei niedererem die 
Alexinwirkung in Erscheinung. 

Wie schon erwahnt, werden aber auch die fluores- 
cierenden Stoffe als solche bei Serumzusatz verandert; 
das laBt sich an der Anderung ihrer optischen Eigen- 
schaften (Fluorescenzhelligkeit und Absorption), ihrer physi- 
kalischen (Diffusionsvermégen) sowie ihrer chemischen 
(Lésungsverhiltnis) ersehen. Fiir den Photobiologen am wichtig- 
sten ist aber die Herabsetzung resp. Aufhebung ihrer 
sensibilisierenden Wirkung. 

Da Hiihnereiwei8 sich ahnlich verbalt wie Serum, dagegen 
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nicht die kolloiden Stoffe wie Leim, Gummi, Starke usw. wird 
es sich hierbei um die Wirkung der im Serum enthaltenen 
EiweiBkérper handeln. Nun ist iiber die Beziehungen zwischen 
Farbsiuren resp. Farbbasen und den EiweiSstoffen 
bereits manches bekannt. 

Die von Mathews’) gemachte Annahme einer Salz- 
bildung hat vor allen Heidenhain*) experimentell zu be- 
griinden gesucht. Von seinen Beweisen seien hier folgende 
angegeben: Das basische Nilblau andert durch Siurezusatz seine 
rote Farbe in Blau. Dasselbe tritt bei Eiwei8zusatz an Stelle 
der Saure ein. Ebenso wird die blaue Kongosiéure geradeso 
wie durch Alkalizusatz durch EiweiB rot. A. Bethe*) halt 
die Beziehungen zwischen Gewebe und Farbbasen ebenfalls 
héchst wahrscheinlich fiir wirkliche Salzbildung. 

Dieser Annahme einer chemischen Verbindung steht die 
von L. Michaelis*) und P. Zacharias*) vertretene Theorie 
einer physikalischen Bindung (Adsorption) gegeniiber; 
hierbei wiirde es sich um einen ahnlichen Vorgang handeln 
wie bei der Vereinigung eines Kolloids mit einem entgegengesetzt 
geladenen Kolloid zueinem Kolloidkomplex. In der Tat zeigt 
das Verhalten der Farbsaiuren viel Ahnlichkeit mit elektro- 
negativen Kolloiden (E. Raehlmann’). Fiir einen solchen 
Adsorptionsvorgang spricht auch die interessante Beobachtung 
H. Arons’). Er wies nach, da saure Farbstoffe resp. die 


freien Farbsiuren zu Eiwei®lésungen in geniigender Menge zu- 
gesetzt diese ihrer Hitzekoagulierbarkeit berauben. Es wirkt 


1) A. Mathews, A contribution to the chemistry of cytological 
stayning American. Journ. of Physiol. 1898. 

2) M. Heidenhain, Uber chemische Umsetzungen zwischen EiweiB- 
kérpern und Anilinfarben. Arch. f. d. ges. Physiol. 90, 115 bis 198; 
6%, 440 bis 472. 

3) A. Bethe, Die Einwirkung von Sauren und Alkalien auf die 
Firbung und Fiirbbarkeit tierischer Gewebe. Beitriige z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 6, 399, 1905. 

4) L. Michaelis, Pfliigers Archiv 97, 634. 

5) P. Zacharias, Chem.-Zeitg., 26, 289 bis 291. 

6) E. Raehlmann, Neue ultramikroskopische Untersuchungen iiber 
Eiwei8 organischer Farbstoffe, iiber deren Verbindungen und iiber die 
Farbung organischer Gewebe. Arch. f. ges. Physiol. 112, 128 bis 172, 1906. 

7) Diese Zeitschr. 5, 413, 1907. 
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somit der Farbstoff auf das Eiwei8 im Sinne eines ,,Schutz- 
colloids‘‘.*) 

Die im folgenden niedergelegten Beobachtungen sprechen 
ebenfalls dafiir, da8 es sich bei der Bindung der EiweiBstoffe 
mit den fluorescierenden Farbstoffen um eine Adsorptions- 
erscheinung handelt. Es wird gezeigt werden, da bereits 
durch starke Verdiinnung mit Wasser die Bindung zu lésen 
ist. Ferner ist untersucht worden, ob die Dunkelwirkung eine 
allen fluorescierenden Stoffen gemeinsame Eigenschaft ist, sodann 
in welcher Konzentration dieselbe in Erscheinung tritt und ob 
diese Bindung mit der photodynamischen Wirkung in einem 
urséchlichen Zusammenhange steht, vielleicht so, daB sie eine 
Vorbedingung fiir die photodynamische Wirkung ist. 


I. Versuche mit Serum. 


Anfanglich war in Aussicht genommen, zu priifen, ob die 


Alexinwirkung des Serums auf Paramaecien, nachdem sie durch 


den Zusatz einer eben ausreichenden Menge von Eosin usw. 
aufgehoben war, bei Verdiinnung wiederum in Erscheinung 
treten wiirde. Doch scheiterten diese Versuche daran, daB8 die 
Alexinwirkung auch ohne Eosinzusatz bereits bei sehr geringer 
Verdiinnung nicht mehr auftrat. 

Nun wird, wie bereits erwahnt, durch Serumzusatz auch 
die Eigenschaft der fluorescierenden Stoffe sensibilisierend zu 
wirken, aufgehoben oder wenigstens sehr herabgesetzt. Da die 
Sensibilisierung selbst in sehr hohen Verdiinnungen noch auf- 
tritt, kommt die bei dem Alexin sich ergebende Schwierigkeit 
hierbei in Wegfall. 

Versuchsobjekt war das Paramaecium caudatum. Als fluores- 
cierender Stoff kam Eosin in Verwendung. 


Versuch III. 


Die Versuche waren so angeordnet: In drei Zylinder kamen je 1 ccm 
Rinderserum, dessen Alexin durch 2stiindiges Erwirmen auf 54° C im 
Thermostat zerstért war, ferner je 1ecm Eosin in einer Konzentration 
von 4/,9,mol. und 1 ccm Brunnenwasser. Drei weitere Zylinder waren 
ebenso beschickt, nur mit dem Unterschiede, daB statt Serum physio- 
log’sche Kochsalzlisung zugegeben wurde: Je ein Zylinder aus den 


1) Bechold, Zeitschr. f. physikal. Chem. 48, 385 bis 423, 
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nicht die kolloiden Stoffe wie Leim, Gummi, Starke usw. wird 
es sich hierbei um die Wirkung der im Serum enthaltenen 
EiweiBkérper handeln. Nun ist iiber die Beziehungenzwischen 
Farbsiuren resp. Farbbasen und den EiweiSstoffen 
bereits manches bekannt. 

Die von Mathews’) gemachte Annahme einer Salz- 
bildung hat vor allen Heidenhain*) experimentell zu be- 
griinden gesucht. Von seinen Beweisen seien hier folgende 
angegeben: Das basische Nilblau andert durch Saurezusatz seine 
rote Farbe in Blau. Dasselbe tritt bei Eiwei8zusatz an Stelle 
der Saiure ein. Ebenso wird die blaue Kongosiéiure geradeso 
wie durch Alkalizusatz durch EiweiB rot. A. Bethe*) halt 
die Beziehungen zwischen Gewebe und Farbbasen ebenfalls 
héchst wahrscheinlich fiir wirkliche Salzbildung. 

Dieser Annahme einer chemischen Verbindung steht die 
von L. Michaelis*) und P. Zacharias®) vertretene Theorie 
einer physikalischen Bindung (Adsorption) gegeniiber; 
hierbei wiirde es sich um einen ahnlichen Vorgang handeln 
wie bei der Vereinigung eines Kolloids mit einem entgegengesetzt 
geladenen Kolloid zu einem Kolloidkomplex. In der Tat zeigt 
das Verhalten der Farbsiuren viel Ahnlichkeit mit elektro- 
negativen Kolloiden (E. Raehlmann’). Fiir einen solchen 
Adsorptionsvorgang spricht auch die interessante Beobachtung 
H. Arons’). Er wies nach, da8 saure Farbstoffe resp. die 
freien Farbsiuren zu Eiwei®lésungen in geniigender Menge zu- 
gesetzt diese ihrer Hitzekoagulierbarkeit berauben. Es wirkt 


1) A. Mathews, A contribution to the chemistry of cytological 
stayning American. Journ, of Physiol. 1898. 

2) M. Heidenhain, Uber chemische Umsetzungen zwischen EiweiB- 
kérpern und Anilinfarben. Arch. f. d. ges. Physiol. 90, 115 bis 198; 
96, 440 bis 472. 

3) A. Bethe, Die Einwirkung von Saéuren und Alkalien auf die 
Firbung und Firbbarkeit tierischer Gewebe. Beitrage z. chem. Physiol. 
u. Pathol. 6, 399, 1905. 

*) L. Michaelis, Pfliigers Archiv 97, 634. 

5) P. Zacharias, Chem.-Zeitg., 26, 289 bis 291. 

6) E. Raehlmann, Neue ultramikroskopische Untersuchungen iiber 
Eiwei8 organischer Farbstoffe, iiber deren Verbindungen und iiber die 
Farbung organischer Gewebe. Arch. f. ges. Physiol. 112, 128 bis 172, 1906. 
7) Diese Zeitschr. 5, 413, 1907. 
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somit der Farbstoff auf das Eiwei8 im Sinne eines ,,Schutz- 
colloids‘‘.*) 

Die im folgenden niedergelegten Beobachtungen sprechen 
ebenfalls dafiir, daB es sich bei der Bindung der EiweiBstoffe 
mit den fluorescierenden Farbstoffen um eine Adsorptions- 
erscheinung handelt. Es wird gezeigt werden, da bereits 
durch starke Verdiinnung mit Wasser die Bindung zu lésen 
ist. Ferner ist untersucht worden, ob die Dunkelwirkung eine 
allen fluorescierenden Stoffen gemeinsame Eigenschaft ist, sodann 
in welcher Konzentration dieselbe in Erscheinung tritt und ob 
diese Bindung mit der photodynamischen Wirkung in einem 
urséchlichen Zusammenhange steht, vielleicht so, daB sie eine 
Vorbedingung fiir die photodynamische Wirkung ist. 


I. Versuche mit Serum. 


Anfanglich war in Aussicht genommen, zu prifen, ob die 
Alexinwirkung des Serums auf Paramaecien, nachdem sie durch 
den Zusatz einer eben ausreichenden Menge von Eosin usw. 
aufgehoben war, bei Verdiinnung wiederum in Erscheinung 
treten wiirde. Doch scheiterten diese Versuche daran, daB die 
Alexinwirkung auch ohne Eosinzusatz bereits bei sehr geringer 
Verdiinnung nicht mehr auftrat. 

Nun wird, wie bereits erwahnt, durch Serumzusatz auch 
die Eigenschaft der fluorescierenden Stoffe sensibilisierend zu 
wirken, aufgehoben oder wenigstens sehr herabgesetzt. Da die 
Sensibilisierung selbst in sehr hohen Verdiinnungen noch auf- 
tritt, kommt die bei dem Alexin sich ergebende Schwierigkeit 
hierbei in Wegfall. 

Versuchsobjekt war das Paramaecium caudatum. Als fluores- 
cierender Stoff kam Eosin in Verwendung. 


Versuch III. 


Die Versuche waren so angeordnet: In drei Zylinder kamen je 1 ccm 
Rinderserum, dessen Alexin durch 2stiindiges Erwirmen auf 54° C im 
Thermostat zerstért war, ferner je 1ccm Eosin in einer Konzentration 
von 1/,9,mol. und 1 ccm Brunnenwasser. Drei weitere Zylinder waren 
ebenso beschickt, nur mit dem Unterschiede, daB statt Serum physio- 
log’sche Kochsalzlésung zugegeben wurde. Je ein Zylinder aus den 


1) Bechold, Zeitschr. f. physikal. Chem. 48, 385 bis 423, 
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beiden Reihen blieb unverdiinnt, je einer erhielt einen Zusatz der 
10fachen Menge von Brunnenwasser und je einer der 100fachen Menge. 
Aus diesen sechs Mischungen kamen je 3 ccm in Uhrschilchen und 
wurden mit 1 ccm Paramaecinkultur versetzt und belichtet. Als Licht- 
quelle diente eine Kohlenbogenreflektorlampe, deren Strahlen durch 
Magnaliumspiegel senkrecht zum Einfall gebracht wurden. Die Schialchen 
standen auf einer durch eine Wasserturbine drehbaren Scheibe, um die 
Belichtung in den einzelnen Proben méglichst gleichmaBig zu gestalten. 
Die Ausschaltung der Wirmestrahlen erfolgte durch eine 
iiber den Schalen gelegene, in planparallelen Cuvetten eingeschlossene 
Lésung von Eisensulfat in Schichtendicke von 5,4 com und Konzentration 
von 7°/,. Der Moment, in dem die Paramaecien vollstandig unbeweglich 
waren, galt als Eintritt des Todes. 
Totungszeit 

Unverdiinnt ohne Serum 5’ 

” mit Serum 140’ 

10fach verdiinnt ohne Serum 20’ 

10 ,, - mit Serum 90’ 

100 ,, " ohne Serum 40/ 

100 ,, - mit Serum 50’ 


In der unverdiinnten Probe ist durch den Serumzusatz 
die sensibilisierende Wirkung des Eosins stark gehemmt. Durch 
10fache Verdiinnung des Eosins ist die Sensibilisierung im 
Versuche ohne Serum schwicher, im Versuche mit Serum da- 
gegen stirker als im ersteren Falle. Bei der 100fachen 
Verdiinnung ist der Unterschied fast aufgehoben. 

Wahrend also durch Verdiinnung mit Brunnenwasser in 
den Versuchen ohne Serum die Eosinwirkung immer mehr ab- 
nimmt, nimmt sie in den mit Serum zu. Dasselbe Bild zeigt 


ein ebenso angestellter Versuch mit dichloranthracendisulfon- 


saurem Natrium. 


Versuch IV. 


An Stelle der !/,9) mol. Eosinlésung trat eine solehe von 4/;. mol. di- 
chloranthracendisulfonsaurem Natrium. Die Verdiinnung geschah mit 
33-, 160- und 660 facher Menge Brunnenwasser. Diese starken Verdiinnungen 
waren méglich, da das dichloranthracendisulfonsaure Natrium noch in 
sehr schwacher Konzentration photodynamisch wirken kann. 

1 com 1/:) mol. dichloranthracendisulfonsaures Natrium -+ 1 ccm 
Wasser -++- 1 ccm Ochenserum resp. 0,95°/, ClNa-Lésung bleiben teils 
unverdiinnt, teils werden sie auf 100, 500 und 2000 ccm mit Wasser 
verdiinnt. Je 3 com werden in Uhrschalchen mit 1 ccm Paramaecien- 
kultur versetzt und kommen zur Belichtung. Belichtungsanordnung wie 
bei Versuch I. 
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Ohne Serum Unverdiinnt | Tot nach 15 Minuten 

Mit Serum m Bleiben wahrend der Belichtungs- 
dauer von 3 Stunden am Leben 
Ohne Serum 33fach verdiinnt | Tot nach 17 Minuten 

Mit Serum 33 i 64 
Obne Serum | 165 ,, = | - | 
Mit Serum 165 
Ohne Serum ; 660 
Mit Serum 660 | 





Schon durch die 33fache Verdiinnung tritt die 
durch das Serum aufgehobene sensibilisierende Wir- 
kung des Dichloranthracens wiederum in Erscheinung. 
Bei weiterer Verdiinnung verschwindet die hemmende 
Wirkung des Serums ganz. 


Il. Versuche mit Tetanolysin. 
Wie bereits in der Einleitung erwahnt wurde, fand Flexner 
und Noguchi, daS das Eosin bereits im Dunkeln das Tetano- 


lysin destruiert; versetzte er 2 ccm Tetanolysin mit 0,3 ccm 
1°/,iger Eosinldsung und lieB die Mischung bei 37° C im 
Dunkeln eine Stunde stehen, so zeigte sie keine haimolytische 


Wirkung mehr. Die Labilitat der Toxinlésungen gegen ver- 
schiedenartige chemische Einfliisse ist bekannt, so gegen Sauren, 
Alkalien, Oxydationsmittel usw. Da®B aber die neutralen 
Farbstofflésungen ,,destruierend‘‘ wirken, mu8 auffallen. Wenn 
auch ,,Destruierung** noch lange nicht mit Zerfall des Toxin- 
molekiils gleichzusetzen ist, so muB man doch darunter eine 
derartige Verainderung verstehen, daB die Modglichkeit einer 
Reversibilitat auszuschlieBen ist. Wiirde es nun — ihnlich 
wie bei den Serumversuchen in Abschnitt I — méglich sein, 
durch nachtragliche Verdiinnung die Dunkelwirkung auf Tetano- 
lysin wiederum aufzuheben, so wire der ProzeB reversibel. 
Von der Reversibilitat der durch Siurewirkung entgifteten 
Derivate bakterieller Gifte ist zurzeit oftmals die Rede. Kyes, 
Sachs und Morgenroth’) zeigten, daB das Kobrahimolysin 
durch Ansauern so verandert wird, daB seine chemischen 
(Affinitat zum Antitoxin), sowie physikalischen (Thermolabilitat) 
Eigenschaften geandert werden. Nach dem Neutralisieren stellt 


1) Morgenroth, Berl. klin. Wochenschr. 1905. Diese Zeitschr. 1, 
354, 1906; 2, 383, 1907. 
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sich aber eine vollstandige Restitution ein. Allerdings ist nach 
den Versuchen von R. Doerr’) der Begriff Reversibilitat insofern 
zu beschranken, ‘als bei einzelnen Toxinen (so Diphtherietoxin) 
durch langere Einwirkung der Saure die reversiblen Toxin- 
derivate irreversibel werden. 

Es sollen unsere gemachten Verdiinnungsversuche hier folgen. 

Hierbei bedienten wir uns eines Trockenpraparates von 
Tetanustoxin. Zur Bereitung der Lésungen wurde das Priaparat 
mit physiologischer Kochsalzlésung verrieben, 24 Stunden im 
Eisschrank stehen gelassen und dann die klare Lésung ab- 
zentrifugiert. Den Lésungen wurden sodann durch mehrmaliges 
Waschen und Abzentrifugieren vom Serum getrennte rote Blut- 
kérperchen zugegeben und die Zeit, nach welcher Hamolyse 
eintrat, bestimmt. Die Bestimmung des Zeitpunktes geschah 
nach der von O. Gros’) angegebenen Methode: 

Die zu priifenden Lésungen kamen in Reagensgliser. Vor 
ihnen wurde in Entfernungen von 1'/, m eine Gliihlampe von 
5 Kerzen Lichtstairke aufgestellt und deren Bild mittels einer 
Linse in die Lésung projiziert. Zwischen Reagensglas und 
Lampe stand eine Papptafel, um fremdes Licht abzuhalten. 
In ihr war die Linse befestigt. Das Untersuchungszimmer war 
verdunkelt. Anfanglich sieht man in der Lésung nur einen 
hellen Schein; mit der fortschreitenden Hamolyse werden all- 
mahlich die Umrisse der Lampe sichtbar, und in einem be- 
stimmten Zeitpunkt treten die Kohlefaden scharf hervor. Dieser 
Moment galt als Eintritt vollstandiger Hamolyse. 


A. Verdiinnungsversuche. 

Eine 10°/, Toxinlésung wurde zu gleichen Teilen mit 
physiologischer Kochsalzlésung resp. '/,, mol. Eosin versetzt. 
Nach einstiindigem Stehen im Eisschrank wurden aus den beiden 
Mischungen je 0,1 ccm in Reagensglaser abpipettiert und 10 ccm 
1°/, Blutkérperchenaufschwemmung zugegeben. Zwei Reagens- 
glaser erhielten keinen weiteren Zusatz, zwei einen solchen von 
20 ccm physiologischen ClNa und zwei einen solchen von 90 ccm. 
Die Bestimmung des Hamolyseeintrittes geschah wie oben an- 
gegeben. 


1) R. Doerr, Diese Zeitschr. 7, 128, 1907. 
2) O. Gros, Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 57, 64 bis 79. 
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Versuch V. 





Eintritt der Haimolyse 

nach 
ohne Esoin unverdiinnt 6’ 
mit 7 ” 90’ 
ohne ,, 3fach verdiinnt 6’ 
mit rm is 8’ 
ohne ,, 10fach verdiinnt 6’ 
mit és 6’ 








Der Versuch wurde mit einer héheren Konzentration von 
Eosin (*/,, mol.) wiederholt. 
a 


Versuch VI. 





Eintritt der Hamolyse 
nach 
ohne Eosin unverdiinnt 6’ 
mit “i - keine H. nach 12 Std. 
ohne _,, 10fach verdiinnt 6’ 
mit = sa 9’ 








Somit ist die bei Zusatz von */,, mol. Eosin ganz auf- 
gehobene hamolytische Wirkung des Tetanolysins 
nach 10facher Verdiinnung mit Kochsalzlésung wiederum in 
Erscheinung getreten, und zwar in fast der gleichen Starke 
wie beim Kontrollversuche ohne Eosin. Es kann sich also bei 
der Dunkelwirkung der fluorescierenden Stoffe um keine ,,De- 
struierung’’ des Tetanolysins handeln, denn eine Zerstorung des 
K6rpers liegt nicht vor. 

Nun haben aber Flexner und Noguchi ihre Versuche 
bei 37°C angestellt. Wir haben deshalb obige Versuche in 
der Weise abgeiindert, daB ein Teil des mit Eosin versetzten 
Tetanolysins eine Stunde im Thermostat bei 37° C, ein Teil 


aber im Eisschrank ebensolange stehen blieb. 
Biochemische Zeitschrift Band 13. 3 
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Versuch VII. 
Eosin wurde in Konzentration von 4/,; mol. verwendet wie in 
Versuch VI. 





~ Eintritt der ‘Hamolyse nach . 


kalt | warm 








ohne Eosin unverdiinnt 6’ | 6’ 
mit Se os keine H. | keine H. 
ohne ,, 10fach verdiinnt 6’ rg 
mit es on 14’ keine H., 











Zu unserer Uberraschung blieb beim Stehen in der 
Warme und nachtraglicher Verdiinnung mit physio- 
logischer Kochsalzlésung das Wiederauftreten der 
himolytischen Wirkung aus. 

Eine Erklarung hierfiir kénnte darin liegen, daB die an- 
fanglich lockere und durch Verdiinnung trennbare Bindung in 
der Wirme fester wird oder aber, was wahrscheinlicher ist, daB 
das mit dem Eosin locker gebundene Himolysin thermolabiler 
geworden ist als das Tetanolysin selbst. 

Ist letzteres richtig, so ergibt sich die Wahrscheinlichkeit, 
daB auch das in der Kialte stehende Tetanolysin-Eosin bei 
langem Stehen rascher zerstért wird als die Kontrollprobe 
ohne Eosin. 

Flexner und Noguchi haben daher bei ihren Versuchen 
im Thermostat bei 37°C mit Recht von einer Destruierung 
des Tetanolysins durch Eosin im Dunkeln gesprochen. 


B. Zur Frage, in welcher Konzentration Eosin und Rose 
bengale die Dunkelwirkung zeigen und ob die Wirkung allen 
fluorescierenden Stoffen zukommt. 


Versuche mit verschiedenen Konzentrationen von Eosin 
und Rose bengale. 


Versuch VIII (Eosin). 

1 ccm einer 0,5°/, Toxinlésung wird versetzt mit 0,1 ccm 0,95°/, 
ClNa-Lésung resp. mit Eosinlésungen verschieden molekularer Konzen- 
tration, wobei natiirlich als Lésungsmittel physiologische Kochsalzlésung 
benutzt wurde. Dann erfolgte der Zusatz von 1 com gewaschener, roter 
Blutkérperchen von der Dichte, wie sie einer 0,5°/, Blutverdiinnung 
entspricht. 
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Eosinkonzentration 
nach der Mischung 


ohne 


Haimolyse 
nach 
8’ 


*/4000 mol. 71/2” 


1/ yt 
10000 + 31/," 


~? 
. 20000 »» 45 


1/ ~* 
100000 » 15 


Somit hat Eosin selbst in starker Verdiinnung _ 


mol.) im Dunkeln die Wirkung des Tetanolysins ver- 
mindert. 


Starker noch als Eosin wirkt das Rose bengale (Tetra- 
chlortetrajodfluoresceinnatrium). 


Versuch IX (Rose bengale). 
Rose bengale 


Hamolyse nach 
ohne 


8’ 
‘20 000 keine Himolyse nach 6% 
'100 000 ” 


1 oor 
400 000 ~- 


, 
/ 1000000 16 


Versuche mit anderen fluorescierenden Stoffen. 


Von anderen Stoffen wurden noch untersucht: Fluores- 


ceinnatrium und Fluorindindisulfonsaures Natrium. 


Versuch X. 
Himolyse nach 

ohne oY 

1/,999 mol; Fluorescein Na 3 
1/4900 +»  Fluorindindisulf. Na 

4000 » Hosin 
2000 4» ©. Fluorescein Na 

M/so99 +  Fluorindindisulf. Na 


2000 »  Eosin keine Hiimolyse nach 12 


Die Anordnung der folgenden Versuche — 


um noch 
héhere Konzentrationen zu priifen — so gewihlt, daB zu 
0,5ccm Tetanotoxin (0,5°/ 


5°/,) 0,5 ecm fluorescierende Substanz 
und 0,lccm 2,5°/, Blutkérperchen zugesetzt waren. Somit 
war Toxin- und Blutkérperchenmenge annihrend gleich wi 


ist 


vorher, die fluorescierende Substanz aber verzehnfacht. 


o* 
0” 








T. Kudo und A. Jodlbauer: 


Versuch XI. 
Hamolyse nach 
ohne 7, 
1/409 Fluorescein Na TY, 
1/,99 Fluorindindisulf. Na 8 
1/499 Asculin / P 


= 


ohne 7 
1/1000 Methylenblau 8 
1/,;o00 Krystallviolett 27 
1),009 Safranin keine Haimolyse 


Der Verwendung dieser héheren Konzentration von Me- 
thylenblau und Krystallviolett stellte sich die Schwierigkeit 
entgegen, da8 das Reflexbildchen nicht mehr zu sehen war. 
Es wurde deshalb von Zeit zu Zeit ein Tropfen entnommen 
und versucht, den Eintritt der Hamolyse mit dem Mikroskope 
festzustellen. Selbst bei Verwendung von */,,, mol. Krystall- 
violett und */,,, mol. Methylenblau trat Haimolyse ein, besonders 
rasch bei Methylenblau. 

Somit hat Fluoresceinnatrium und Fluorindindi- 
sulfonsaure keine sicher nachweisbare Dunkelwirkung 


auf Tetanolysin. Ebenso verhalt sich Asculin und 
Methylenblau. Krystallviolett wirkt auBerst schwach. 
Sehr starke Dunkelwirkung zeigen Eosin, Rose bengale 
und Phenosafranin. 


C. Ist die Bindung von Toxin und fluorescierenden Stoffen 
eine Vorbedingung fiir die sensibilisierende Wirkung? 


Das Fehlen der Dunkelwirkung bei Fluorescein Na, Fluo- 
rindindisulfonsaure und Asculin fallt insofern auf, als diesen 
Stoffen ein duBerst geringes Sensibilisierungsvermégen auf Zellen 
und eine Reihe von Toxinen und Fermenten zukommt. Triife 
dieses Fehlen der Lichtwirkung auch bei Tetanolysin zu, 
so wiirde sich die Vermutung aufdringen, ob nicht etwa 
die bereits im Dunkeln eintretende Bindung des Sen- 
sibilisators mit dem zu sensibilisierenden Objekt eine 
Vorbedingung fiir den Sensibilisierungsvorgang sei. 
Dafiir spriche auch die viel stiérkere Dunkelwirkung des Rose 
bengale gegeniiber Eosin entsprechend seiner Uberlegenheit als 
Sensibilisator. 





_— 
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Es war daher ndétig, einige Sensibilisierungsversuche mit 
Tetanolysin anzustellen. 

Zu dem Zwecke wurde in Reagensglaser je 5 ccm einer 
0,75°/, Toxinlésung gebracht und 5 ccm 0,95°/, ClNa-Lésung 
resp. */.99, mol. Fluoresceinnatrium, 7/,,,, mol. Eosin und 
*/-so9°mol. Methylenblau zugegeben. Zur Belichtung diente 
direktes Sonnenlicht, wobei mittels vorgelegter Eisensulfatlésung 
die Warmewirkung ausgeschaltet war. Nach bestimmten Zeiten 
wurde 1 ccm abpipettiert und mit 0,5 ccm 1°/, Blutkérperchen- 
aufschwemmung gemischt und im Dunkeln das Eintreten der 
Hiamolyse beobachtet. Die Beobachtungsdauer war 12 Stunden. 


Versuch XII, 





Belichtungs- Eintritt der Hamolyse ‘bei 


dauer ClINa Fluorescein-Na Esoin Rose bengale Methylenblau 














10’ 4 4 4 | 4 4 
30’ 4 6 10 | 20 120 
50’ 4 60 keine H., keine H. keine H. 
70’ 4 keine H. ~ ‘~ a 

| 





Das Ansteigen der photodynamischen Wirkung vom 
stark fluoreszierenden Fluorescein Na, zum schwacher 
fluorescierenden Eosin und kaum mehr Fluorescens 
zeigenden Rose bengale war nach allen friiheren Sen- 
sibilisierungsversuchen zu erwarten. Es entsprache 
diese Reihenfolge auchder Starke der Dunkelwirkung. 

Im Gegensatz hierzu kommt dem Methylenblau, 
das so gut wie keine Dunkelwirkung zeigt, sehr starke 
Lichtwirkung zu. 

Ferner hat, wie folgender Versuch zeigt, das im Dunkeln 
wirkungslose Asculin und die Fluorindindisulfonsaure eine, wenn 
auch sehr schwache Lichtwirkung. 


Versuch XIII. 


Zum Versuche kam: Asculin und Fluorindindisulfonsdiure in Kon- 
zentration von 1/,999 mol., ferner Phenosafranin in einer solchen von 
1/5909 mol. Belichtungsdauer: 3 Stunden in der Sonne mit Eisensulfat- 
vorlage. 
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Hiamolyse nach 


ohne fluoresce. Substanz 4’ 
Asculin 12’ 
Fluorindindisulfons. 121/,’ 
Phenosafranin keine H. 


Ein Zusammenhang zwischen Dunkelwirkung und 
Sensibilisierung besteht somit nach diesen Versuchen 
nicht. 


Ill. Dunkelwirkung auf andere Toxine und Fermente. 


Zu den weiteren Untersuchungen benutzten wir noch ein 
pflanzliches Toxin: das Ricin. Eine 1°/,ige Losung (in 5°/, 
ClNa) wurde zu gleichen Teilen mit */,, mol. Eosin, resp. Koch- 
salzlésung, versetzt. Verschieden groBe Mengen wurden dann 
in Reagensglaser gefiillt und mit 0,1 ccm frischem, defi- 
briniertem Schweineblut versetzt. Nach einstiindigem Stehen 


wurde die agglutinierende Wirkung des Ricins bestimmt. 


Versuch XIV. 





Bie Agglutinierung 
Ricinmenge apes oe 
ohne Eosin mit Eosin 


0,5 ccm Ricin total total 
as « » +0,2 com 0,95°/, ClNa ‘i » 

SF « » +04 , - pa gering 
0,05 ,, » +0,45 ,, os stark angedeutet 
0,025 ,, »» ~+ 0,475 ,, - angedeutet fehlt 





Trotz der hohen Eosinkonzentrationen ist die Dunkel- 
wirkung auf Ricin auBerst gering. Es ist sogar fraglich, 
ob diese Spur von Wirkung auf den gleichen Grund zuriick- 
gefiihrt werden darf wie die Dunkelwirkung auf Tetanolysin, 
denn Verdiinnungsversuche heben die Wirkung nicht auf. 


Versuch XV. 





a Agglutinierung 
Ricinmenge 4 ; : 
ohne Eosin mit Eosin 


0,lccm Ricin + 0,4ccm 0,95°/, ClNa total 


angedeutet 
0,1 ” ” —" 15 ” ” ” ” 
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Von Fermenten wurde noch die Katalase und die Invertase 
zu den Versuchen herangezogen. 

An Stelle isolierter Katalase verwendeten wir Rinderblut, 
das reich an Katalase ist. Die Bestimmung der Ferment- 
wirkung geschah durch Messung des wihrend einer bestimmten 
Zeit aus H,O, abgespaltenen O. Die sonst iibliche maBana- 
lytische Bestimmung des unzerlegten H,O, nach Abbruch der 
Fermentwirkung muBte infolge der groen Eosinmengen unter- 
bleiben. 


Versuch XVI. 


Anordnung: Eine durch Zentrifugieren und Waschen vom Serum 
getrennte Blutkérperchenaufschwemmung von der Dichte, wie sie einer 
10°/,igen Blutverdiinnung entspricht, wurde zu gleichen Teilen mit 
1/,,mol. Eosin resp. Wasser gemengt. Von diesen Lisungen kam je 
1 cem zu 30 cem H,O, in gecichte Reagensgliiser aus Jenenser Glas, die 
vor dem Versuche ausgekocht waren. Ihr Rauminhalt war 30 ccm. 
Nachdem sie mit den Lésungen beschickt waren, wurden sie mit einem 
Gummistopfen, durch dessen Bohrung ein knieférmig gebogenes, kurzes 
Glasrohr gesteckt war, luftdicht verschlossen und die sich entwicke|nde 
Menge von Sauerstoff abgelesen. Der Versuch ergab, dab die Entwick- 
lung von Sauerstoff in beiden Roéhren ganz gleichmiBig vor sich ging 
uud somit keine Dunkelwirkung nachweisbar war. 

Ebenso negativ fielen die Versuche mit Inver- 


tase aus. 
Versuch XVII. 


Anordnung: Eine durch Zentrifugieren gekliirte 0,8°/,ige Invertase- 
lisung (Priparat v. E. Merck) wurde zu gleichen Teilen mit 1/,)- und 
1/,, mol. Eosinlésung resp. Wasser versetzt. Nach einstiindigem Stehen im 
Dunkeln kamen je 5 ccm in Reagensgliser unter Zusatz von 15 ccm 
17 °/, Rohrzuckerlésung. Nach einer Invertierungsdauer von 14 Stunden 
im Dunkelzimmer wurde im Polarisationsapparate die Abnahme der 
Rechtsdrehung durch die Bildung von Invertzucker bestimmt. Anfiingliche 
Drehung war 8,48°. Vor der Ablesung mute aber das Eosin entfernt 
werden. Es geschah dies durch Ausfillung des Tetrabromfluoresceins 
mit Salzsiure. 





Somit gebildeter Invert-| Invertierung in 
zucker in g 0/5 


Ablesung 


ohne Eosin 4° 00’ 5,09 39,9 
mit 1/,99 mol. ,, 4° 04’ 5,02 39,4 
1/ 4° 16’ 4,80 37,6 
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Gegen diese Versuchsanordnung kénnte mit Recht der 
Einwand erhoben werden, daB durch die starke Verdiinnung 
von Eosininvertase mit Rohrzuckerlésung die bestandene Dunkel- 
wirkung aufgehoben wurde. Deshalb wurde in einer zweiten 
Versuchsreihe den 17°/, Rohrzuckerlésungen so viel Eosin zu- 
gegeben, da8 ihre Eosinkonzentration die gleiche war wie 
die der Invertaselésungen. Somit ging auch der Invertierungs- 
prozeB in einer hoch konzentrierten Eosinlésung vor sich. 


Versuch XVIII. 


Anordnung: 0,8°) Invertaselésung wurde zu gleichen Teilen mit 
1/49 mol. und !/,9) mol. Eosin resp. Wasser versetzt. Nach 1/,stiindigem 
Stehen im Dunkeln kam zu je 5 com dieser Mischungen 15 ccm einer 
Lésung von 17°/, Rohrzucker -+-*/o9 resp. 1/;99 mol. Eosin resp. Wasser. 
Die Invertierungsdauer war 16 Stunden. 





Ablesung Somit gebildeter Invert- Invertierung in 
zucker in g lo 

ohne Eosin 2° 57’ 6,29 49,3 

mit . /s00 ” 3° 00’ 6,23 49,0 

2° 55’ 6,32 49,5 











1/ 
” /40 ” 


Somit zeigt das Eosin keine Dunkelwirkung auf die In- 


vertase. 

Dem steht die Tatsache gegeniiber, daB die ziemlich licht- 
bestandige Invertase bei Gegenwart eines Sensibilisators auBerst 
lichtempfindlich ist. Bei Verwendung von */,,.,mol. Eosin ge- 
niigen 10 Minuten Sonnenbelichtung, um die spezifische Ferment- 
wirkung fast ginzlich aufzuheben. 

Es besteht also kein Zusammenhang zwischen 
Dunkelwirkung und Lichtwirkung. Deshalb ist auch der 
Vorstellung, als handle es sich bei der photodynamischen Wir- 
kung der fluorescierenden Stoffe nur um die Steigerung einer 
auch im Dunkeln durch diese Stoffe hervorgerufene Reaktion, 
die experimentelle Grundlage entzogen. 


IV. Einflu8 von Alkali auf die Dunkelwirkung. 


Hat die Reaktion fiir das Zustandekommen der 
Dunkelwirkung eine Bedeutung? 
Zur Lésung dieser Frage diente wiederum die im Dunkeln 
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stattfindende gegenseitige Beeinflussung von Serum und fluores- 
cierenden Stoffen, die sich unter anderem bei einem daran an- 
schlieBenden Lichtversuche in der Verminderung der photo- 
dynamischen Wirkung AuBert. Versuchsobjekte waren die 
Paramaecien. Dieselben vertragen nach R. Dax Natronlauge in 
einer Konzentration von */,,, norm. mehrere Stunden lang ohne 
merkbare Schadigung. 

Nun ist aber vorher zu prifen, inwieweit die Lauge 
das Sensibilisierungsvermégen des Eosins allein also 
ohne Serum — beeinfluBt. 


Versuch XIX. 


Versuchsanordnung: 1 ccm !/,9) mol. Eosin wurde mit 1 com Wasser 
und lcem !/,9, norm. Natriumhydroxyd resp. Wasser und locm Paramaecien- 
kultur versetzt, Das Gemenge kam in Uhrschalchen zur Belichtung wie 
in Versuch I. 





Eintritt des Absterbens nach 


mit Lauge 16’ 
ohne ,, i?’ 


Somit ist durch die Anwesenheit der Hydroxylionen 
die Sensibilisierungsstarke des Eosins herabgesetzt. 
Das gleiche aber tritt ein bei Verwendung von Natrium- 
carbonat, das Paramaecien noch in héherer Konzentration */,,, 
bis */,,, norm. gut vertragen kénnen. 


Versuch XX. 
Versuch wie vorher. Nur wurde an Stelle der Lauge'/;, norm. Na,CO, 
verwendet. 





Eintritt des Absterbens nach 





mit Na,CO, 
ohne ,, 





Es ware nun zu vermuten, da8, wenn Serum zugegen ist, 
diese sensibilisierungshemmende Wirkung des Alkalis ebenfalls 
eintrate. 

Zu diesem Zwecke wurden die vorhergehenden Versuche 
wiederholt, nur mit dem Unterschiede, daB vor der Belichtung 
dem Eosin im Dunkeln Serum zugemengt wurde. 





T. Kudo und A. Jodibauer: 


Versuch XXI. 

Anordnung: 1 ccm Serum, dessen Alexin durch Erwarmen zerstort 
war, wurde im Dunkeln mit 1 com #/,9) mol. Eosin versetzt. Nach lingerem 
Stehen kam 1 ccm */;9, norm. NaOH resp. Wasser hinzu. Belichtung 
wie vorher. 





Eintritt des Absterbens nach 


mit Lauge 100’ 
ohne ,, 180’ 


Im Versuche mit Lauge ist, im Gegensatz zu den 
vorhergehenden Versuchen ohne Serum, das Absterben 
der Tiere friiher eingetreten als im Kontrollversuche. 

Noch viel deutlicher tritt dieses Verhalten des Alkalis bei 
Verwendung von */,, norm. Na,CO, in Erscheinung. 


Versuch XXII. 


An Stelle von NaOH ist '/;9 norm. Na,CO, zugesetzt. 





Eintritt des Absterbens nach 


mit Na,CO, 18’ 
ohne _,, 180’ 


Diese Versuche erlauben den Schlu8, daB durch den 
Zusatz von Alkali die Bindung zwischen den EiweiB- 
stoffen des Serums und den fluorescierenden Sub- 
stanzen erschwert ist resp. nicht mehr zustande 
kommt. 

Ergebnisse. 

1. Sehr viele fluorescierende Stoffe wirken selbst ohne Licht- 
zutritt auf bestimmte Stoffe im Serum (Alexin) sowie auf 
Toxine (Tetanolysin) ein und hemmen deren spezifische Wir- 
kungen. 

2. Eine gemeinsame Eigenschaft aller fluorescierenden Stoffe 
ist dies nicht. 

3. Die zur Dunkelwirkung nétigen Konzentrationen der 
fluorescierenden Stoffe sind im Vergleiche zu denen, die photo- 
dynamisch wirken, hohe. 

4. DaB es sich bei der Dunkelwirkung um eine Adsorptions- 
erscheinung handelt, ist daraus zu schlieBen, da8 es durch 
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nachtragliche Verdiinnung méglich ist, die Wirkung wiederum 
aufzuheben — Reversibilitat —. 

5. Findet die Dunkelwirkung auf Toxin (Tetanolysin) bei 
erhéhter Temperatur (37°C) statt, so ist die Bindung _irre- 
versibel, vielleicht nur scheinbar durch die Zerstérung des 
durch die Bindung thermolabiler gewordenen Toxins. 

6. Die Anwesenheit von Alkali setzt die Dunkelwirkung 
sehr bedeutend herab. 

7. Eine Beziehung zwischen Dunkelwirkung und Licht- 
wirkung besteht nicht. Die Vermutung, da8 die bereits im 
Dunkeln eintretende Bindung eine Bedingung fiir die Licht- 
wirkung wire, ist auszuschlieBen. Dafiir sprache zwar der 
bei einer Anzahl fluorescierender Stoffe (Fluorescein-Natrium, 
Eosin, Rose bengale) bestehende Parallelismus zwischen Starke der 
Dunkelwirkung und der photodynamischen Wirkung. Anderseits 
aber kommt dem auf Tetanolysin stark sensibilisierend wirken- 
den Methylenblau keine Dunkelwirkung zu. AuBerdem fehlt 
die Dunkelwirkung bei der sehr leicht sensibilisierbaren In- 
vertase. 
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Uber die Peroxydasen der Tiergewebe. 
Von 
F. Battelli und L, Stern. 
(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Genf.) 


(Eingegangen am 18. Juli 1908.) 


Das Vorkommen echter Peroxydasen in der Pflanzenwelt 
ist namentlich seit den Arbeiten von Bach und Chodat all- 
gemein bekannt. Im Tierreiche, namentlich in den héheren 
Tierorganismen, sind echte Peroxydasenvon Linossier') und 
von Moitessier*) in den Leukocyten nachgewiesen worden. 
Die verschiedenen Organe kénnen unter gewissen Bedingungen 
die klassischen Peroxydasenreaktionen (Guajacblauung, Pyro- 
gallolreaktion usw.) geben, aber das Hamoglobin, selbst in 
minimalen Mengen, bewirkt energisch diese Reaktionen. Es folgt 
daraus, daB die verschiedenen Peroxydasereaktionen, die mit 
Hilfe der Gewebe der héheren Tiere erhalten werden, sehr 
leicht dem darin in mehr oder minder groBer Menge enthaltenen 
Himoglobin zugeschrieben werden kann. 

v. Czyhiarz und vy. Fiirth*) haben in der Oxydation 
des Jodwasserstoffs in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd 
eine Reaktion gefunden, die dazu geeignet sei, das Vorhandensein 
echter Peroxydasen in den Tiergeweben unabhangig vom Hamo- 
globin anzuzeigen. 


1) Linossier, Contribution 4 l’étude des ferments oxydants sur 
la peroxydase des pus. Compt. rend. de la Soc. de Biol. 50, 373, 1898. 

2) Moitessier, Sur le réle de la peroxydase dans les réactions 
colorées obtenues avec le sang. Compt. rend. de la Soc. de Biol. 57, 
373, 1904. 

3) E. v. Czyhlarz und O. v. Fiirth, Uber tierische Peroxydasen. 
Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 358, 1907. 
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Diese Autoren haben in der Tat gezeigt, daB die Jod- 
stirkereaktion bei Anwendung von Hamoglobin in Gegenwart 
von Wasserstoffsuperoxyd negativ ausfiallt. 

Mit Hilfe dieser Reaktion haben v. Czyhlarz und v. Fiirth 
das Vorkommen einer echten Peroxydase im Eiter sowie in den 
verschiedenen lymphoiden Geweben (Milz, Lymphdriise, Knochen- 
mark) nachgewiesen. 


Die eben genannten Autoren haben den Reaktionsverlauf 
der echten Peroxydase bei der Oxydation der Leukobase des 
Malachitgriins auf spektrophotometrischem Wege studiert. Sie 
haben die Beobachtung gemacht, daB die Oxydation der Leuko- 
base des Malachitgriins durch echte Peroxydase in Gegenwart 
von Wasserstoffsuperoxyd eine fiir Fermentwirkungen charakte- 
ristische Kurve aufweist, waihrend bei der Oxydationswirkung 
des Himoglobins Ahnliches nicht beobachtet wurde. v.Czyhlarz 
und v. Fiirth schlieBen daraus, daB, wihrend man bei der 
,echten“* Peroxydase es mit einem Fermente zu tun habe, die 
Oxydationswirkung des Blutes oder des Haimoglobins bloB eine 
peroxydaseartige Wirkung sei und keinen enzymatischen 
Charakter besitze. 

Eine positive Jodstairkereaktion, d. h. eine Beschleunigung 
der Blaufairbung der Jodstirke in Gegenwart von Wasserstoff- 
superoxyd haben v. Czyhlarz und v. Fiirth nur mit Eiter 
und lymphoiden Geweben verzeichnet. Die iibrigen darauf 
untersuchten Gewebe haben bloB negative Resultate geliefert. 
Doch weisen die Autoren selbst darauf hin, da8 ein negatives 
tesultat keine zwingende Beweiskraft besitzt. Durch ver- 
schiedene in den Geweben enthaltene Substanzen kann das bei 
der Oxydation freiwerdende Jod gebunden werden, und die 
Blauung des Stirkekleisters somit verhindert werden. 

Die Versuche, die Peroxydase der Tiergewebe durch Alko- 
holfallung darzustellen, haben keine befriedigende Resultate 
geliefert. Der Alkoholniederschlag besitzt keine oder nur eine 
aiuBerst geringe Oxydationswirkung gegeniiber Jodwasserstoff- 
siure in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd, hingegen scheint 
das Ferment gegen hdhere Temperaturen sehr wenig empfind- 
lich zu sein. — Auf Siedetemperatur erhitzt, behilt dasselbe 
einen Teil seines Oxydationsvermégens bei. 
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Die Verfasser finden, daB die echte Eiterperoxydase mit 
dem glykolytischen Ferment des Blutes nicht identisch sei. 

Buckmaster’) bestitigt die Angabe der friiher genannten 
Autoren, daB die Oxydation der Leukobase des Malachitgriins 
in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd durch Haimoglobin mit 
einer echten Peroxydasewirkung nicht zu verwechseln sei. Er 
bezeichnet das Hamoglobin als eine Pseudoperoxydase. 

Die Oxydation der Guajactinktur durch das Blut, das 
Himoglobin oder die Hamoglobinderivate ist von einer groBen 
Zahl von Forschern studiert worden. Unsere Untersuchungen 
stehen jedoch damit in keinem direkten Zusammenhange, 
weshalb wir auf diese Arbeiten hier nicht eingehen wollen. 

Wir wollen hier nur kurz der jiingst in dieser Zeitschrift 
erschienenen umfangreichen Arbeit von W. Ostwald?*) iiber 
den Einflu8 des Lichtes auf die Peroxydasen und die Katalase 
einiger wirbellosen Tiere erwaihnen, ohne auf dieselbe naher 
einzugehen, da die Untersuchungen des Verfassers keine direkten 
Beziehungen zu den unsrigen haben. — Desgleichen wollen wir 
auch die Arbeiten iiber die Pflanzenperoxydasen nicht weiter 
beriicksichtigen. 

Bei ihren Untersuchungen der tierischen Peroxydasen 
haben v. Czyhlarz und v. Fiirth*), wie wir bereits gesehen 
haben, das Wasserstoffosuperoxyd verwandt. Dieses Peroxyd 
bietet einen groBen Nachteil, und zwar wird das Wasserstoff- 
superoxyd durch Katalase sehr schnell und energisch unter Ent- 
wicklung von inaktivem Sauerstoff zersetzt. Wir haben deshalb 
in unseren Versuchen das Wasserstoffsuperoxyd durch das 
Athylhydroperoxyl, auf das die Katalase keine zerstérende 
Wirkung ausiibt, ersetzt. 

AuBer der Oxydation der Jodwasserstoffsiure haben wir 
die Oxydation der Ameisenséure durch die Tiergewebe in 
Gegenwart von Peroxyd studiert. Wie wir spaiter sehen werden, 


1) G. A. Buckmaster, The pseudo-peroxdase reaction between 
haemoglobin, its derivatives and the leucobase of malachite green. 
Journ. of Physiol. 37. (Proceedings of the physiol. Soc. morph. 1908.) 

2) Wolfgang Ostwald, Uber die Lichtempfindlichkeit tierischer 
Peroxydasen und iiber die Beziehungen dieser Eigenschaft zu den Er- 
scheinungen des tierischen Phototropismus. Diese Zeitschr. 10, 1, 1908. 

3) Ll. oc. 
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stellt letztere ein bedeutend zuverlissigeres Reagens dar, mit 
dessen Hilfe man recht befriedigende quantitative Peroxydase- 


bestimmungen ausfiihren kann. 


I. Oxydation der Jodwasserstoffsaiure. 


a) Vorversuche. 


Bekanntlich besteht die bisher angewandte Reaktion in einer Oxy- 
dation der Jodwasserstoffsiure durch Peroxydase in Gegenwart von 
Wasserstoffsuperoxyd. Das dabei frei werdende Jod fairbt den im Reagens 
vorhandenen Stirkekleister blau. Die Reaktion geht spontan ohne Zu- 
satz von Peroxydase langsam vor sich. Es handelt sich also um eine 
3eschleunigung der Reaktion, die sich durch eine schnellere Blauung des 
Starkekleisters kundgibt. 

Die Vorversuche, die wir zur Bestimmung der fiir das Zustande- 
kommen der Reaktion giinstigsten Bedingungen angestellt haben, haben 
folgendes Resultat ergeben. 

Die Beschleunigung der Oxydation der Jodwasserstoffsiure durch 
die verschiedenen tierischen Gewebe in Gegenwart von Wasserstofisuperoyd 
ist mehr oder weniger durch den Einflu8 zweier Arten von Substanzen 
gehemmt. Die erste Gruppe umfaBt die Katalase, durch deren Wirkung 
das Wasserstoffsuperoxyd unter Entwicklung von inaktivem Sauerstoff 
zersetzt wird. — Wenn also ein Gewebe reich an Katalase ist, wie e3 
zum Beispiel bei der Leber und der Niere der Fall ist, so kann die 
Wasserstofisuperoxydzersetzung so energisch sein, daB die Oxydation 
der Jodwasserstofisiure wegen Mangels an Wasserstoffsuperoxyd nicht 
oder nur sehr langsam zustande kommen kann. — Es ist also die Gegen- 
wart von grofen Katalasemengen, die die Bliuung des Stirkekleisters 
bei der Jodwasserstoffreaktion durch die Leber und die Niere in Gegen- 
wart von Wasserstoffsuperoxyd verhindert. 

Anderseits darf man keine allzu groBen Mengen Wasserstoffsuper- 
oxyds anwenden, weil in diesem Falle die spontane Bliuung des Stirke- 
kleisters ohne Zusatz von Peroxydase sehr schnell vor sich geht. 

Zur zweiten Gruppe gehéren die reduzierenden Substanzen, die Sub- 
stanzen, die eine groBe Affinitaét fiir Jod besitzen u. a. Der chemische 
Charakter dieser Kérper sowie die Art und Weise ihrer Wirkung bei der 
Reaktion von Jodwasserstofisiure -- Peroxyd ist von uns nicht naher unter- 
sucht worden. Man kann jedoch annehmen, daf die Farbenreaktion 
hauptsichlich durch den Umstand verhindert wird, da8 das freiwerdende 
Jod von den in den Gewebsausziigen sich vorfindenden eiweiBartigen 
und sonstigen Substanzen gebunden wird. — Wir wollen sie kurz als 
jodbindende K6rper bezeichnen, ohne damit sagen zu wollen, daB die- 
selben nicht auch in einer andern Weise wirken kénnten. 

Um die Peroxydase der verschiedenen Gewebe der héheren Tiere 
mit Hilfe des Reagens Jodwasserstoffsiure -- Peroxyd eingehender 
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studieren zu kénnen, miiBte man vor allen Dingen den Einflu8 der 
Katalase sowie der jodbindenden Substanzen aufheben oder vermindern. 

Wir haben zuerst versucht, die beiden Fermente Katalase und 
Peroxydase voneinander zu trennen. Alle unsere Versuche in dieser 
Richtung sind miQgliickt. Wir haben sodann versucht, die Katalase 
zu zerstéren, ohne die Peroxydase zu schidigen, indem wir die Gewebe 
der Einwirkung hdéherer Temperaturen sowie der Wirkung von Sauren 
und Alkalien aussetzten. Aber auch diese Versuche schlugen fehl. Die 
Zerstérung der Katalase war stets von einer Vernichtung der Peroxy- 
dase begleitet. Wir versuchten schlieBlich, das Wasserstoffsuperoxyd 
durch ein Peroxyd zu ersetzen, das von der Katalase nicht angegriffen 
werde. 

Das Terpentin, welches mit Erfolg bei der Guajacprobe angewandt 
wird, erwies sich als unbrauchbar bei der Jodstirkereaktion. Es tritt 
keine Bliuung des Stirkekleisters ein, weder spontan noch nach Hinzu- 
fiigen von Peroxydase. Zusatz von etwas Terpentin hemmt vielmehr 
die spontane Blauung der Jodstirke durch Wasserstoffsuperoxyd. Bessere 
Resultate haben wir mit einem anderen Peroxyd — dem Athylhydro- 
peroxyd — erzielt. Bach und Chodat!) hatten bereits darauf hin- 
gewiesen, da8 die Katalase keine Wirkung auf das Athylhydroperoxyd 
ausiibt. Durch Anwendung dieses Peroxyds kann also die hemmende 
Wirkung der in den Gewebsausziigen sich vorfindenden Katalase aus- 
geschaltet werden. Leider haben wir die Beseitigung der jodbindenden 
Kérper nicht erreichen kénnen. Durch lingeres Dialysieren gelingt es 
zwar. einen Teil dieser Kérper zu beseitigen. Der gréBte Teil bleibt 
jedoch zuriick. Die einzige Méglichkeit, den hemmenden EinfluB dieser 
Substanzen zu vermindern, besteht darin, die Gewebsausziige recht stark 
zu verdiinnen. Konzentrierte Extrakte geben hiaufig negative Resultate. 
Oft verzégern sie die spontane Bliuung des Stirkekleisters; manchmal 
verhindern sie sogar die Peroxydasereaktion eines andern aktiven Extraktes. 
In geniigend starker Verdiinnung geben dieselben Extrakte oft sehr 
deutliche positive Resultate. 


b) Definitive Methode. 

Das Reagens wird auf folgende Weise bereitet- 1 Liter Starke- 
kleister, enthaltend 3 g Starke wird mit 500 ccm einer 1°/,igen 
Jodkaliumlésung gemischt und das Ganze mit 2 ccm einer 10°/,igen 
Essigsiurelésung angesiuert. Der Siuregrad betrigt demnach °/7;55 
Essigsiure. Durch Vorversuche hatten wir festgestellt, da8 dieser 
Sauregrad der fiir die Reaktion giinstigste ist. Das Reagens muB 
so frisch wje méglich genommen werden. Langeres Stehenlassen ist 
zu vermeiden, da das Reagens sich alsdann unfahig erweist, in Gegen- 
wart eines Peroxyds sich blau zu farben. Oft erhalt man dann eine 


1) A. Bach und R; Chodat, Untersuchungen iiber die Rolle der 
Peroxyde in der Chemie der lebenden Zelle. VI. Uber Katalase. Ber. d. 
Deutsch. chem. Ges. 36, 1756, 1903. 
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rotbraune Farbung zuweilen bleibt jede Farbung aus (vermutlich findet 
eine Bildung von Erythrodextrin oder Achrodextrin statt.) 

Das Athylhydroperoxyd wird nach den Angaben von v. Baeyer und 
Villiger bereitet. 100g Diithylsulfat werden mit 115g 30°/,iger Hydro- 
peroxydlésung, 175 g Kaliumhydroxyd und 600 ccm Wasser bis zum 
voélligen Verschwinden des Diithylsulfats geschiittelt und das angesiuerte 
Reaktionsprodukt auf dem Luftbade iiberdestilliert. Das so erhaltene 
Produkt wird von neuem unter vermindertem Drucke destilliert, und 
jodometrisch titriert. Die so erhaltene Fliissigkeit wird von Katalase 
nicht angegriffen, d. h. es findet keine Gasentwicklung nach Hinzufiigen 
von Katalase statt. In unseren Versuchen haben wir uns einer 0,1°/,igen 
Lésung bedient. 

Das zu untersuchende Gewebe wird mit Sand fein zerrieben und 
mit dem 5fachen Volumen Wasser versetzt. Man erhilt so eine Sus- 
pension, die man nach Belieben durch Hinzufiigen von Wasser verdiinnt. 
Die Verdiinnung geschieht am liebsten unmittelbar vor dem Versuche, 
weil starker verdiinnte Gewebsausziige die Fiahigkeit, Jodwasserstoffsiure 
zu oxydieren, mehr oder weniger einbiiBen. Die Gewebssuspensionen 
werden so frisch wie méglich benutzt. 

Die Versuchsanordnung ist folgende: In einem gewohnlichen Reagens- 
glase werden zu 1 ccm der Jodstirkelésung 1 Tropfen des zu unter- 
suchenden, mehr oder weniger verdiinnten Gewebsextraktes und 2 Tropfen 
einer 0,1°/,igen Athylhydroperoxydlésung hinzugefiigt und das Ganze 
auf 2ccm mit Wasser aufgefiillt und bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen. In jedem Versuche wird eine Kontrollprobe in derselben 
Weise, nur unter AusschluB des Gewebsextraktes, ausgefiihrt und 
die Farbe der beiden Reaktionsgemische miteinander verglichen. 
Bei unserer Versuchsanordnung tritt die Bliuung des Stirkekleisters 
in der Kontrollprobe nach ungefihr 9 bis 10 Minuten ein. Wir wollen 
hier gleich bemerken, da8 man zwischen der Schnelligkeit der Reaktion 
einerseits und der Intensitaét derselben anderseits unterscheiden muB, 
Schnelligkeit und Intensitét gehen nicht immer parallel. Haufig be- 
obachtet man, daB ein Gewebsauszug die Reaktion anfangs nur wenig 
beschleunigt, dann aber eine intensive Farbung hervorruft, wihrend ein 
anderer Extrakt die Firbung schneller hervorruft, sie aber weniger 
intensiv werden léBt. Es scheint, als ob manchmal im Anfange der 
Reaktion sich ein hemmender Einflu8 bemerkbar mache, daB aber im 
weiteren Verlaufe der Reaktion die Oxydationswirkung iiberhandnehme. 

In unseren Versuchen haben wir vor allen Dingen die Schnelligkeit 
der Farbung in Betracht gezogen. Dieselbe laBt sich leichter in exakter 
Weise bestimmen. 


c) Oxydation der Jodwasserstoffsiure durch das Blut und die 
verschiedenen Tiergewebe in Gegenwart von Athylhydro- 
peroxyd. 

Mit Hilfe der oben beschriebenen Methode haben wir die verschie- 


denen Gewebe sowie das Blut der verschiedenen héheren Tiere auf ihren 
Biochemische Zeitechrift Band 13, 4 
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Gehalt an Peroxydase untersucht. Wir wollen hier nur einige typische 
Beispiele mitteilen. Die Resultate sind unbesténdig. Man beobachtet 
sehr starke individuelle Verschiedenheiten, auf die wir spiter bei der 
Vergleichung der verschiedenen Gewebe in bezug auf ihren Gehalt an 
Peroxydase zuriickkommen werden. Die Versuchstypen der Tabelle I 
sollen hauptsiachlich die positive Reaktion der verschiedenen Gewebe 
sowie den Einflu8 der Verdiinnung der Gewebsausziige auf die Reaktions- 
beschleunigung illustrieren. 


Tabelle I. 


EinfluB der Verdiinnung des Blutes oder der Gewebs- 
extrakte auf die Geschwindigkeit der Bliuung des Starke- 
kleisters. In allen Versuchen wird zu je 2ccm des Reaktivs 1 Tropfen 
des zu untersuchenden Gewebsextrakts hinzugefiigt. Im Kontrollversuche 
(Reagens ohne Gewebsextrakt) tritt die Blaufarbung nach 9 bis 10 Min. ein. 





Gewebe Verdiinnung Reaktion 


I. Blut ven Rind . 


1 Tropfen 4/;o99 Blaufirb. nach 1 Min. 


9 
1 ” 1 /s000 ” - 


a. 
1 ” */10000 ” ” 3, 
1 ‘ 1/55 000 wie Kontrolle 

1 Tropfen unverdiinnt negativ 

Iho Blaufiarb. nach 20 Sek. 

1/100 ” oo Ves 

1/1000 % ra 1 Min. 

1/10000 ” ” 4, 
ae aa : 1/s0000 wie Kontrolle 

, Kaninchen . 1/30 Blaufarb. nach 45 Sek. 

” ° 1/100 ” so we 

1/200 ” a 2Min. 

1/2000 ” ” 3 

” 1/2000 ” ” 5 

” a ; 1/50.000 wie Kontrolle 

1/s000 Blaufarb. nach 20 Sek. 

1/10 000 ” » 45 

1/39 000 - 9 11/.Min. 

1 


” 


/s0000 ” 99 Ss 
/100 000 ” - - w 
1/200 000 wie Kontrolle 

1/50 Blaufarb. nach 2Min. 
"/250 ” » Sige 
1/1000 ” 9» S x 
1/1000 ” ” € 
1/s0.000 ” 9 O ws 
1/100000 wie Kontrolle 
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Gewebe 


” 


Hammel 


*. Lunge 
”° ” . 


” 





Verdiinnung 
. 1) 
1 Tropfen 1/59 
Ay 
1 150 
1 
” 500 
1 
” 2000 
1 
5000 
1 
15000 
3 


300 
1 
1000 
1 
3000 
1 
10 000 
20 


50 


500 
1/ 

2000 
1 

5000 
1 

20000 


5 


500 

2500 
1 

10000 

10 

20 
1/ 

100 
1 

200 
1 

700 

2000 
1 

7000 


1 
20000 





Reaktion 
2Min. 
1 


Blaufarb. nach 


9 
” » «- 
> 
~ 


ry 21 , 

> a 

9 - 

wie Kontrolle 
negativ (Verzégerung 

der Reaktion) 
Blaufirb. nach 4Min. 


2 
~ - 3 
wie Kontrolle 
Blaufarb. nach 45 Se 
% * DO os 
” - 
80 ,, 
100 ,, 
3 Min. 
undeutlich 
Blaufarb. nach 4 


undeutlich 
Blaufiarb. nach 


undeutlich 
Blaufairb. nach 20 Sek. 
” ae « 
iS « 


1 Min. 
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Gewebe Verdiinnung Reaktion 


= | Blaufirb. nach 1 Min. 


” . 20 ” ” 1 


XII. Thyroidea v. Pferd 


*/100 ” » I/., 
1/200 ” ” 11/, ’ 
1/1000 ” ” 21/2 ’ 
' ‘2000 ” ” 3, 
Io negativ 
(starke Verzégerung) 
negativ 
(starke Verzégerung) 
undeutlich 


Blaufirb. nach 6 Min. 


9 


” = »99 








Aus den Versuchen der Tabelle I geht hervor, daB alle darauf 
untersuchten Gewebe groBtenteils in sehr deutlicher Weise die Oxydation 
der Jodwasserstoffsiure in Gegenwart von Athylhydroperoxyd be- 
schleunigen. Man erhilt zwar manchmal auch negative Resultate, d. h. 
manche Gewebsextrakte rufen keine Beschleunigung der Oxydation 
hervor, in welcher Verdiinnung man sie auch anwende. Diese negativen 
Resultate werden wir weiter unten in der Tabelle II mitteilen. In 
einigen Fillen kann man deutlich den hemmenden Einflu8 der jod- 
bindenden Substanzen wahrnehmen. Einige Gewebsausziige rufen die 
Blaufirbung spiter hervor, wenn sie nur wenig verdiinnt sind, wihrend 
sie bei starkerer Verdiinnung das Reagens sehr schnell farben. In anderen 
Fallen jedoch ist die Oxydationswirkung die vorherrschende, und die 
Blaéuung tritt um so schneller auf, je starker die Konzentration des ge- 
gebenen Extraktes ist. 


Das Blut sowie das krystallisierte Himoglobin beschleunigen 
energisch die Oxydation der Jodwasserstofisiure in Gegenwart von 
Athylhydroperoxyd: Anderseits haben v. Czyhlarz und v. Firth") 
gezeigt, daB Hamoglobin keine Bliuung der Jodstirke in Gegenwart 
von Wasserstofisuperoxyd hervorruft, Wir sind im unklaren, welchem 
Umstande das verschiedene Verhalten des Hiimoglobins den beiden 
Peroxyden gegeniiber zuzuschreiben sei. Ubrigens kann man hier, 
ebensowenig wie in vielen anderen Fillen, wo die Reaktion negativ aus- 
fallt, mit Bestimmtheit behaupten, daB die Oxydation der Jodwasser- 


1) Le. 
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stoffsiure durch das Wasserstofisuperoxyd + Himoglobin nicht zustande 
gekommen sei. Das Ausbleiben der Blaufarbung kénnte auch darauf 
zuriickgefiihrt werden, da8 unter der Einwirkung des Wasserstoffsuper- 
oxyds aus dem Hiimoglobin sich Kérper gebildet haben, die das frei- 
werdende Jod binden und auf diese Weise die Blaufirbung des Stirke- 
kleisters verhindern. 


d) Bestimmung des Oxydationsvermégens der verschiedenen 
Tiergewebe. 


Wir haben versucht, die Menge der oxydierenden Substanz in den 
verschiedenen Geweben zu messen. Zu dem Zwecke haben wir eine will- 
kiirliche Einheit des Oxydationsvermégens gegeniiber Jodwasserstoffsiure 
in Gegenwart von Athylhydroperoxyd gewihlt. Diese Einheit, die wir 
Peroxydaseeinheit nennen, bezeichnet das Oxydationsvermégen eines 
Gewebes, das, héchstens mit seinem 10fachen Volumen Wasser vermischt, 
die Oxydation der Jodwasserstofisiure durch das Athylhydroperoxyd be- 
schleunigt, wenn man einen Tropfen dieses Auszuges zum Reaktions- 
gemisch (2 ccm Jodstirkelésung +- Athylhydroperoxyd) hinzufiigt. 

Dasselbe Gewebe miiBte, wenn es mit seinem 11fachen Volumen 
Wasser vermischt wird, véllig wirkungslos sein, wenn ein Tropfen dieses 
Auszuges der Reaktionsfliissigkeit beigemengt wird. Demnach wiirde ein 
Gewebe 10 Peroxydaseeinheiten besitzen, wenn es, héchstens mit seinem 
100fachen Volumen Wasser versetzt, bei sonst gleicher Versuchsanordnung 
noch die Fahigkeit besitzen wirde, die Blauung des Stiarkekleisters zu 
beschleunigen. Die Zahl dieser Einheiten bezeichnen wir kurz als 
Peroxydasezahl. 

Wie wir bereits bemerkt haben, besitzt das Haimoglobin ein sehr 
hohes Oxydationsvermégen gegeniiber Jodwasserstofisiure in Gegenwart 
von Athylhydroperoxyd — und, da anderseits die verschiedenen Gewebe 
mehr oder minder groBe Mengen Blut enthalten, so miBte man, um in 
einem Gewebe den Gehalt an echter Peroxydase bestimmen zu kénnen, 
die Oxydationswirkung des in dem Gewebe enthaltenen Hamoglobins 
von dem totalen Oxydationsvermégen des untersuchten Gewebes in Abzug 
bringen. Wir haben es jedoch unterlassen. Wenn es sich tibrigens um 
Laboratoriumstiere handelt, kann man die Organe von dem gréBten 
Teil des darin enthaltenen Blutes durch Entbluten und darauffolgendes 
sorgfaltiges Durchspiilen mit physiologischer Kochsalzlésung befreien, 

In der Tabelle II teilen wir die quantitativen Resultate mit, die 
wir in der soeben beschriebenen Weise erhalten haben. In einigen Fallen 
haben wir keine Beschleunigung der Reaktion wahrnehmen kénnen, wie 
stark die Verdiinnung des Extraktes auch war. Diese Resultate be- 
zeichnen wir in der Tabelle mit negativ. 
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Tabelle IL. 


Peroxydasezah! der verschiedenen Gewebsausziige 


und des Blutes. 


Versuchsanordnung wie friiher. 





Gewebe Verdiinnungsgrenze 


Lymphdritse von Rind... . 1 Tropfen 4/;9 000 


1 ” 1/50 000 
1 ’ 1/5000 


OS ae ’ 1/1000 
Kaninchen . ’ 1/50000 
Hammel . . ’ M150 
Pferrd ... , 1/5000 


1/1000 


” 


1/1000 
1/20 000 
"io 000 
1/1000 
1/2500 
1/s000 
"ho 000 
1/s000 
1/39 000 
1/2500 


ee ee ee ee ee 


1/1090 000 
Nie re von Pferd «© ewes ’ 1/5000 
™ » Kaninchen , 1/2000 


Muskel von Rind 1/25 000 
Pferd , 1/3000 
Kaninchen 
Meerschweinchen 


Gehirn von Hammel 
Thyroidea von Pferd 
Thymus von Hammel. . 


” ” ” 








Zahl der 
Peroxydase- 
einheiten 


1000 
5000 
5000 
0 (negativ) 
100 
5000 
15 
5000 
100 
0 (negativ) 
0 (negativ) 


100 
2000 
1000 

100 

250 

300 
1000 

500 
3000 

250 

0 (negativ) 
10000 

500 

200 
2500 
2000 

O (negativ) 

0 (negativ) 

0 (negativ) 

0 (negativ) 

0 (negativ) 
200 
500 

0 (negativ) 
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Zah] der 
Gewebe Verdiinnungsgrenze | Peroxydase- 
einheiten 


Milz von Pferd . 
» Hammel. 
Lunge von Pferd . 


*/20 000 2000 
1/1000 1000 
*/s000 
1/1000 1000 
*/100 000 
99 99 1/19 500 
» Rind 
“ »  Kaninchen 
Blut von Rind 
» Hund. 
» Kaninchen 
m i Ms 4 « % ma @ 
Gewaschene Blutkérperchen 
von Rind. . . ” 1/55 000 2500 
» Eee a 1/500 000 10000 
gee talaga + See 2500 
~« weume . me 1/,000 100 
™ » Kaninchen ‘ 1/000 200 
Hamoglobin (krystallisiert) von 
ee a eer - 1/1 00000 10000 


1/ 
/5000 
1/ 
4000 
1/ 
/25 000 
1 / 
430000 
1 
7000 


1/ 
/50000 5000 


ee ee eee) 








Die Resultate, die wir in Tabelle II gruppiert haben, beweisen zur 
Geniige, daB die Reaktion der Gewebe auf Jodwasserstoff in Gegenwart 
eines Peroxyds sehr unbestindig ist. v. Czyhlarz und v. Firth 
hatten bereits diese UnregelmaBigkeit in der Oxydation der Jodwasser- 
stoffsiure durch lymphoide Gewebe bemerkt. Wir kénnen diese Unregel- 
maBigkeit auf alle anderen Gewebe ausdehnen. Ein Organ, das noch in 
auBerst starker Verdiinnung wirksam ist, kann oft, wenn es einem anderen 
Individuum derselben Gattung entnommen wird, eine negative Reaktion 
geben, wie stark die Konzentration des Gewebsauszuges sei. Zwischen 
diesen Extremen finden wir allerlei Zwischenstufen. Wir gelangen also zur 
SchluBfolgerung, daB die Reaktion der Jodstirke nicht zu quantitativen 
Studien benutzt werden kann. Selbst rein qualitative Paroxydase- 
bestimmungen eines Gewebes mit Hilfe dieser Reaktion sind unsicher. 
Wie es bereits v. Czyhlarz und v. Fiirth beobachtet hatten, ist ein 
negatives Resultat kein definitiver Beweis dafiir, daB in dem daraufhin 
untersuchten Gewebe sich keine Peroxydase vorfindet. 

Das Blut mehrerer Tiere sowie das krystallisierte Hamoglobin der 
Ratte wirken in auBerst kleinen Dosen beschleunigend auf die Oxydation 
der Jodwasserstoffsiure durch das Athylhydroperoxyd. Aber sehr oft 
ist das Oxydationsvermégen des Blutes, so wie wir es durch die Jod- 
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siurereaktion bestimmen konnten, bedeutend kleiner als das einiger Ge- 
webe. In diesen Fallen kann die Jodstarkereaktion dazu dienen, das 
Vorhandensein einer echten Peroxydase in den Geweben, wie Leber, 
Lunge, Lymphdriisen u. a., unabhingig von dem Himoglobin des darin 
enthaltenen Blutes anzudeuten. 

Bei der groBen Unbestindigkeit der von uns angewandten Re- 
aktion ist es unmdglich, eine exakte Klassifikation der verschiedenen 
Gewebe in bezug auf ihren Peroxydasereichtum aufzustellen. 

Die Versuche, deren Resultat von oben mitgeteilt, sind mit frischen, 
bald nach dem Tode der Tiere entnommenen Geweben angestellt. 

Wir haben eine Reihe von Versuchen gemacht, um zu priifen, ob 
die Gewebe langere Zeit nach dem Tode ihre Oxydationswirkung auf 
Jodwasserstoffsiure beibehalten. Wir haben gefunden, daB die Gewebe, 
wenn sie bei niedriger Temperatur im Eisschranke aufbewahrt sind, 
nach 24 bis 48 Stunden dieselbe Oxydationsfihigkeit besitzen wie gleich 
nach dem Tode. Wenn die Gewebe bei Zimmertemperatur (18 bis 20° C) 
aufbewahrt werden, sind die Resultate verschieden. In einigen Fallen 
haben wir wihrend 24 bis 48 Stunden keine deutliche Verminderung der 
Peroxydasewirkung beobachten kénnen; in einigen anderen Fillen hin- 
gegen wird die Reaktion bereits nach 6 bis 7 Stunden negativ. Die Blauung 
des Starkekleisters wird durch Hinzufiigen des Gewebsauszuges nicht be- 
schleunigt, vielmehr oft verzégert. 

Das Verschwinden, resp, die Verminderung der positiven Reaktion 
haben wir in mehreren Geweben, insbesondere in der Leber, der Niere 
und den Lymphdriisen beobachtet. Das Verschwinden der deutlichen 
Oxydationswirkung einige Stunden nach dem Tode in den daraufhin 
von uns untersuchten Geweben kénnte durch verschiedene Faktoren be- 
dingt sein. Man kann vor allen Dingen an eine Zerstérung der Peroxy- 
dase denken. Jedoch scheint uns diese Annahme nicht sehr wahrschein- 
lich, da, wie wir spaiter sehen werden, die Peroxydase, die die Ameisen- 
siure oxydiert, sich sehr gut unter denselben Bedingungen konserviert. 
Man kénnte vielmehr annehmen, da8 infolge der Autolyse in den Ge- 
weben Kérper entstehen, die die Bliuung des Starkekleisters verhindern, 
indem sie das freiwerdende Jod binden, sei es, daB sie in einer 
anderen Weise wirken. Diese letztere Annahme scheint uns die wahr- 
scheinlichere zu sein, doch haben wir diese Frage nicht eingehender 
studiert. 


e) Widerstand der Peroxydase und des Haimoglobins gegen 
die Einwirkung héherer Temperatur sowie der Saéuren und 
i Alkalien. 


v. Czyhlarz und v. Firth!) haben bemerkt, da8 gekochter Eiter 
die Oxydation der Jodwasserstoffsiure in Gegenwart von Wasserstoff- 
superoxyd nicht beschleunigt. Die Oxydation der Guajaconsiure, der 


1) loc. cit. 
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Pyrogallussiure und anderer ahnlicher aromatischer Substanzen durch 
Eiter in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd wird nach Linossier') 
durch Erhitzen, selbst durch anhaltendes Kochen des Eiters nicht villig auf- 
gehoben. Moitessier?) findet hingegen, daB die Peroxydasewirkung 
der Leukocyten auf Guajactinktur durch Siedehitze vernichtet wird, und 
stiitzt sich auf diese Beobachtung, um die fermentative Natur dieser 
Reaktion anzunehmen, Die guajacbliuende Eigenschaft des Blutes in 
Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd erleidet nach Moitessier keine be- 
deutende Verminderung durch Erhitzen — selbst auf Siedetemperatur. Aus 
diesem verschiedenen Verhalten des Blutes und des Eiters gegeniiber der 
Temperatureinwirkung schlieBt Moitessier, daB die peroxydaseartige 
Wirkung des Blutes keinem Fermente, sondern dem Hiamoglobin zu- 
zuschreiben sei. 

Ahnliche Beobachtungen, betreffend die Hitzebestindigkeit des 
Blutes in bezug auf die peroxydaseartige Wirkung desselben auf die 
verschiedenen aromatischen Substanzen in Gegenwart von Wasserstoff- 
superoxyd, sind von mehreren anderen Autoren gemacht worden und 
haben zur Annahme gefiihrt, daB die Oxydationswirkung des Blutes oder 
des Himoglobins von der Wirkung der echten Peroxydasen unterschieden 
werden miisse (Pighini*), Senter*), Buckmaster®) u. a.). 

Wir haben in einer Reihe von Versuchen festzustellen gesucht, bei 
welcher minimalen Temperatur die Peroxydase der verschiedenen Tier- 
gewebe zerstért bzw. stark herabgesetzt wird. Versuche in derselben 
Richtung sind auch mit Hamoglobinlésung angestellt worden. 

Zu dem Zweck wurde 1 Teil des zu untersuchenden, fein zerriebenen 
Gewebes oder des Blutes mit 50 Teilen Wasser versetzt, in ein Wasser- 
bad von bestimmter konstanter Temperatur gebracht und, nachdem das 
Ganze die gewiinschte Temperatur erreicht, 20 Minuten lang unter wieder- 
holtem Umriihren im Wasserbade gelassen. 

In der Tabelle III bringen wir einige Versuchstypen. 


Tabelle IIL 


Widerstand der Peroxydase und des Hamoglobins gegen 
héhere Temperaturen. 


Die in der Tabelle angegebenen, sich auf die Temperatur beziehen- 
den Zahlen bezeichnen den bei dem Erhitzen der Peroxydase erreichten 
Wiarmegrad. — Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie in den vorher- 
gehenden friiher oben mitgeteilten Versuchen. 

1) loc. cit. 

2) loo. cit. 

3) G. Pighini, Sulla reazione de guaiaco data dal sangue. Archivio 
di fisiologia 4, 67, 1906. 

4) G. Senter, Some experiments on the guaiacum reaction of 
blood. Proc, Roy. Soc. (Nov. 1907); The Journ. of Physiol. 36. 

5) loc. cit. 
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Gewebe 


Milz von Hammel 


Leber von Pferd 


. |55—60° C 


Lymphdriise von Rind 


Lymphdriise von Hund 


Blut von Rind . 


Blut von Kaninchen 


Blutkérperchen von Pferd 


Tempe- 


ratur 


60° C 
70° C 


60° C 
70°C 


70°C 


70°C 


70°C 


70°C 





95° c} 





Verdiinnung 
1 Tropfen 1/009 


” 


” 


1 Tropfen 1/;,, 


1 Tropfen */,o99 


1 Tropfen 1/9 


1 Tropfen 1/;9 00 


l Tropfen 1/500 


1 Tropfen 1/ 





” 


Reaktion 


Blaufirbung nach 
21/. Min. 

» nach 2 Min. 

negativ 
Blaufarbung nach 

21/, Min. 

idem 

negativ 
Blaufirbung nach 

41/, Min. 
» 3 Min. 

negativ (verzi- 

gernd) 
Blaufarbung nach 

3 Min. 

negativ (Verzé- 

gerung der Re- 

aktion 
Blaufairbung nach 

2 Min. 

negativ (Verzi- 

gerung der Re- 

aktion) 
Blaufirbung nach 

3 Min. 

» nach 6 Min. 

negativ 

laufirbung nach 

1 Min. 

negativ (Verzi- 

gerung der Re- 

aktion) 
Blaufairbung nach 

30 Sek. 

schwach 

idem 


Die Resultate, die wir in der Tabelle III angefiihrt haben, beweisen, 
da8 die Peroxydase der verschiedenen Gewebe einer Erhitzung auf 60 


bis 65° C widerstehen, 


wiahrend sie bei 


70° C vernichtet wird. 


Wir 


werden spiter sehen, da die Peroxydase, die die Ameisensiure oxydiert, 


sich ebenso verhilt. 
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Das Hamoglobin scheint etwas widerstandsfihiger gegen die Ein- 
wirkung héherer Temperaturen zu sein, insofern es die Oxydations- 
wirkung auf Jodwasserstoffsiure betrifft. Wir haben in der Tat in einigen 
Fallen beobachtet, da8 ein Erwiirmen auf 70° C die Oxydationswirkung 
des Hamoglobins gegeniiber Jodwasserstoffsiure in Gegenwart von Athyl- 
hydroperoxyd nicht ganz aufhebt. Mitunter erhailt man. eine positive 
Reaktion selbst nach einem Erwirmen auf 95°. Letzteres ist allerdings 
selten. In dem gréBSten Teil der Fille verliert das Himoglobin durch 
Erhitzen auf 70° ganz oder teilweise seine die Oxydation der Jod- 
wasserstoffsiure in Gegenwart von Athylhydroperoxyd beschleunigende 
Wirkung. 

Wir haben auch die Einwirkung der Sauren und Alkalien auf das 
Oxydationsvermégen der verschiedenen Gewebe und des Himoglobins 
untersucht. Zu dem Zwecke fiigt man zu 1 Teile des zu untersuchenden 
Gewebes oder des Himoglobins, resp. des Blutes, 50 ccm einer Siaure- 
oder Alkalilésung und 1a8t das Ganze 15 Minuten lang im Thermostaten bei 
40°C. stehen. Man neutralisiert dann sorgfiltig und priift das Oxydations- 
vermégen wie gewohnlich. Die Versuche, die wir in der soeben beschrie- 
benen Weise ausgefiihrt haben, haben folgendes ergeben: Die Chlor- 
wasserstofisiure in einer Konzentration von 1: 2000 vernichtet das Oxy- 
dationsvermégen der Gewebe gegeniiber Jodwasserstoffsiure. Die Natron- 
auge in einer Konzentration von 1: 1000 bleibt ohne jede Wirkung 
oder iibt vielmehr einen giinstigen Einflu8 auf das Oxydationsvermégen 
der Gewebe aus. Wir kénnen also daraus schlieBen, da8 die Peroxydase 
durch verdiinnte Alkalilésungen nicht beeintrichtigt wird. Wir kénnen 
aber nicht mit Bestimmtheit behaupten, daB dieselbe durch Einwirken 
von verdiinnter Saure vernichtet sei, denn auch hier kénnte die negative 
Reaktion, d. h. das Ausbleiben der Blaufirbung der Jodstiirke durch 
andere Faktoren bedingt sein. Man kinnte annehmen, daB8 unter dem 
EinfluB der Siure im Gewebsauszuge sich Substanzen gebildet haben, 
die die Reaktion in einer oder der anderen Weise hemmen. 

Auf das Himoglobin wirken die Saiuren und Alkalien in ungefihr 
derselben Weise wie auf die Gewebe ein. Doch zeigt sich der Blutfarb- 
stoff im allgemeinen gegen die Wirkung der Saiuren weniger empfindlich. 
In einer Verdiinnung von 1:2000 wirkt die Chlorwasserstoffsiure nur 
sehr schwach ein. In einer Verdiinnung von 1: 1000 ruft dieselbe eine 
Abschwiichung des Oxydationsvermégens, aber keine villige Zerstérung 
derselben hervor. Das Oxydationsvermégen des Hamoglobins gegeniiber 
Jodwasserstoffsiure in Gegenwart von Athylhydroperoxyd wird nur durch 
stirkere Siiuregrade vernichtet. 


II. Die Oxydation der Ameisensiure. 
a) Einleitung. 
Bekanntlich wird die Ameisensiure durch Wasserstofisuperoxyd 
selbst bei Zimmertemperatur unter Bildung von Kohlensiure langsam 
oxydiert. 
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In neuerer Zeit ist diese Oxydation der Ameisensiure durch H,0, 
von Dakin’) eingehend gepriift worden. 

Wenn man eine Lésung von ameisensaurem Kalk oder Natron in 
einer Konzentration von 1 bis 6: 100 mit 1 bis 2°/,igem Wasserstoff- 
superoxyd versetzt und das Ganze im Wasserbade bei 40° C stehen laBt, so 
bemerkt man eine sehr langsame Kohlensiureentwicklung. Die Menge 
der innerhalb mehrerer Stunden gebildeten Kohlensiure ist unscheinbar. 
3ei saurer Reaktion geht die Kohlensiurebildung noch langsamer als im 
neutralen Medium vor sich. Die Oxydation der Ameisensiure durch 
1°/,iges Wasserstoffsuperoxyd, die bei einer Temperatur von 60° C 
ziemlich stark ist, wird bei saurer Reaktion des Mediums kaum 
wahrnehmbar. 

Versuche, die Ameisensiure durch Katalase (wiisseriger Auszug der 
Leber) in Gegenwart von Wasserstofisuperoxyd zu Kohlensiure zu oxy- 
dieren, sind von Loevenhart und Kastle®) gemacht worden, haben 
aber ein negatives Resultat ergeben. Diesen Autoren ist es jedoch ge- 
lungen, die Ameisensiure sowie das Formaldehyd durch fein verteiltes 
Platin in Gegenwart von Wasserstofisuperoxyd zu oxydieren. 

F. Battelli*) hatte bereits vor mehreren Jahren darauf hin- 
gewiesen, da der Alkoholniederschlag der Leber und der Muskeln 
héherer Tiere die Fiahigkeit besitzt, die Oxydation der Ameisensaure in 
Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd sehr energisch zu beschleunigen. 
Er hatte auch gefunden, daB diese Faihigkeit durch Kochen des Alkohol- 


niederschlags aufgehoben wird, und schloB daraus, daB die die Oxydation der 
Ameisensiiure in Gegenwart von H,O, beschleunigende Wirkung der Ge- 
webe einem besonderen in den untersuchten Geweben enthaltenen Fer- 


mente zuzuschreiben sei. 

In einer kurzen Mitteilung veréffentlichten Cervello und Pitini*) 
die Resultate, die sie bei der Oxydation der Aldehyde, namentlich des 
Formaldehyds durch die verschiedenen Tiergewebe in Gegenwart von 
H,0, erhalten haben: Diese Forscher haben sich der Methode von 
Battelli bedient und haben eine sehr starke Kohlensaurebildung 
namentlich in den Versuchen mit Nierengewebe, das nach diesen For- 
schern ein bedeutend stirkeres Oxydationsvermégen als die anderen 


1) H. D. Dakin, A comporative study of the oxydation of the 
ammonium salt of saturated fatty acids with hydrogen peroxyde. Journ. 
of Biolog. Chem. 4, 2 u. 3, 1908. 

2) Loevenhart and Kastle, American chemical journal 29, 397, 
1903. On the catalytic decomposition of hydrogen peroxide and the 
mechanism of induced oxidations together with a note on the nature 
and function of catalase. 

3) F. Batelli, Oxydation de l’acide formique par les extraits des 
tissus animaux en présence de peroxyde d’hydrogéne. Compt. rend. 138, 
651, 1904. 

*) Cervello et Pitini, Sull’ossidibalité delle aldeidie e special- 
mente della formica. Archivio di farmacol. e terapeut. 13, 1, 1907. 
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Gewebe besitzt, verzeichnet. Es ist ihnen auch gelungen, auBer dem 
Formaldehyd das Propion-, das Valerian- und das Isobutylaldehyd zu 
oxydieren, doch geben sie die Mengen der dabei entstandenen Kohlen- 
sdure nicht an. Wir wollen hier gleich bemerken, da® in unseren Ver- 
suchen die Niere stets ein geringeres Oxydationsvermégen als die Leber 
besaB, im Gegensatz zu den Angaben der vorher genannten Forscher. 
Leider geben dieselben nicht niiher an, welcher Tiergattung die von ihnen 
benutzten Gewebe entnommen waren, noch wie stark die Konzentration 
des verwandten Wasserstoffsuperoxyds war. Es ist also nicht ausge- 
schlossen, da unsere Versuche nicht ganz unter denselben Bedingungen 
ausgefiihrt sind wie die von Cervello und Pitini. 

Die Oxydation der Ameisensiure durch die verschiedenen Tier 
gewebe ist neulich in unserem Laboratorium von Friulein Sarafoff!) 
wieder studiert worden. Die Resultate sind in ihrer Inauguraldissertation 
niedergelegt. 

b) Vorversuche. 

Die Methode besteht hauptsiachlich in der Bestimmung der Kohlen- 
saure, die bei der Einwirkung von fein zerriebenem Gewebe auf Ameisen- 
siure in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd entsteht. Man kann zu 
dem Zwecke das frische Gewebe oder den Alkoholniederschlag desselben 
benutzen. Da, wo es sich um frisches Gewebe handelt, mu8 man zwei 
Arten von Faktoren, die die Resultate beeintrachtigen, im Auge haben: 
Erstens miissen wir mit der den Geweben eigentiimlichen Atmung, die 
die Resultate der Oxydation der Ameisensiure maskieren, rechnen: 
Eine mehr oder minder groBe Menge CO, riihrt von der Gewebsatmung 
und keineswegs von der Oxydation der Ameisensiure her. 

Ein zweiter nicht minder wichtiger Umstand ist der, daB die Kata- 
lase das hinzugefiigte Wasserstofisuperoxyd augenblicklich zerstért und 
auf diese Weise seine oxydierende Wirkung ausschlieBt. 

Der erste stérende Faktor, d. h. die Atmung des Gewebes selbst; 
kann durch Behandeln mit Alkohol beseitigt werden. Der Alkohol- 
niederschlag besitzt keine eigene Atmungstitigkeit mehr. Doch bleibt 
die Katalase in groBer Menge im Alkoholniederschlage. 

Wenn man zum Alkoholniederschlage einige Kubikzentimeter 
1°/,igen Wasserstofisuperoxyds hinzusetzt — bemerkt man eine so- 
fortige totale Zersetzung des H,O,. Der EinfluB der Katalase ist also 
vorherrschend, und daher ist die Oxydation der Ameisensiure nur gering. 
Wir haben nach einem Verfahren gesucht, das uns die Méglichkeit giibe, 
soweit wie méglich die Wirkung der Katalase aufzuheben, ohne dabei 
die Oxydationskraft der Gewebe zu vernichten. 

Es hat sich herausgestellt, daB man zu dem Zweck zweierlei Me- 
thoden benutzen kann. Man kann erstens die Konzentration des 
ameisensauren Kalks oder Natrons steigern und dadurch die Wasser- 
stoffsuperoxydzersetzung durch die im Gewebe enthaltene Katalase etwas 


1) Mile Sarafoff, Oxydation de Vacide formique par les différents 
tissus animaux en présence de H,O,. Thése inaugurale. Genéve 1903. 
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hemmen. Die Wasserstofisuperoxydzersetzung durch die Leber wird in 


merkbarer Weise durch eine 6- bis 8°/,ige ameisensaure Salzlésung ver- 
zogert. Diese Methode hat jedoch den Nachteil, die spontane Oxydation 
der Ameisensiure durch H,O, zu férdern und kann also zu irrtiim- 
lichen Resultaten fiihren. In den Fillen, wo das Oxydationsvermigen 
eines Gewebes schwach ist, kénnte.man die kleinen Mengen der gebil- 
deten Kohlensiure einer spontanen Oxydation der Ameisensiiure zu- 
schreiben. Ubrigens ist die Kohlensaiurebildung viel geringer als bei 
Anwendung des zweiten Verfahrens, das wir weiter unten beschreiben 
werden. Diese zweite Methode, die den Zweck hatte, die Wirkung der 
Katalase auf H,O, nach Méglichkeit zu verringern, besteht darin, dab 
man die Reaktion in saurem Medium sich vollziehen la6t. Der die 
Wasserstoffsuperoxydzersetzung durch Katalase verzégernde EinfluB der 
Sauren ist lingst zur Geniige bekannt. Wir haben beobachtet, dab, 
wenn wir zu dem von uns angewandten Reaktionsgemenge, bestehend 
aus 30¢ frischen Lebergewebes +- 100 ccm einer 1°/,igen ameisensauren 
Natronlésung, etwas Salzsiure in einer Proportion von 3:1000 hinzu- 
fiigten, die Wasserstoffsuperoxydzersetzung bedeutend gehemmt wurde. 

Eine etwas starkere Konzentration der Salzsiure — 5:1000 z. B. — 
setzt die H,O,-Zersetzung ganz bedeutend herab. Die Sauerstoffent- 
wicklung wird aiuBerst langsam und hort bei einer Salzsiiurekonzentration 
von 8:1000 fast vollstindig auf. Wie wir aber sehen werden, hort 
bei diesen starken Saéuregraden zugleich auch die Wirkung der Peroxy- 
dase auf die Ameisensdure auf. 

Aus unseren Versuchen iiber den Einflu8 der Siuren auf die Oxy- 
dationsgeschwindigkeit der Ameisensiiure durch Tiergewebe in Gegenwart 
von Wasserstoffsuperoxyd geht iibrigens deutlich hervor, daB dieselbe 
bei saurer Reaktion des Mediums viel gréBer ist als bei neutraler Re- 
aktion. 

AuBerdem bietet das saure Medium den Vorteil, daB dadurch die 
Atmung der frischen Tiergewebe ausgeschaltet wird, und daB man infolge- 
dessen den Alkoholniederschlag durch die frischen Gewebe ersetzen kann, 
was in vielen Fillen die Arbeit vereinfacht. Alle diese Griinde haben 
uns veranlaBt, der Methode des sauren Mediums den Vorzug zu geben, 
und wir haben dieselbe in allen unseren Versuchen angewandt. 

Vor allen Dingen hatten wir uns iiberzeugt, daB die von der pri- 
existierenden freien Kohlensiure durch einen Luftstrom befreiten Gewebe 
im sauren Medium und in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd nur Spuren 
Kohlensaure bilden. Wir haben dasselbe Resultat unter Anwendung der 
Gewebe -}- ameisensaures Salz, aber ohne Zusatz von Wasserstofisuper- 
oxyd erhalten. Zuletzt haben wir auch die Menge der durch Einwirken 
von Wasserstoffsuperoxyd auf Ameisensiure in saurem Medium und bei 
einer Temperatur von 40° gebildeten Kohlenséure zu bestimmen gesucht: 
Auch hier handelte es sich um duBerst geringe, nicht in Betracht zu 
ziehende Quantitaiten, wenn man das ameisensaure Kalium oder Natron 
in einer Konzentration von nicht mehr als 6:100 anwendet. Um also 
eine starke Kohlensaiurebildung zu erhalten, ist auBer dem ameisensauren 
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Salz und dem Wasserstoffsuperoxyd auch die Gegenwart der Gewebe 
notwendig, wie es Battelli in seinen ersten Versuchen bereits be- 
merkt hatte. 

c) Methode. 

Die von uns angewandte Methode ist im Prinzip dieselbe, die 
Battelli bei seinen ersten Versuchen benutzt hat. Die hauptsichliche 
Abinderung besteht in der Anwendung eines sauren Reaktionsmediums. 
Man kann sich sowohl der frischen Gewebe als des Alkoholniederschlages 
derselben bedienen. Die Anwendung frischer Gewebe ist vorzuzichen, 
wenn es sich darum handelt, das Oxydationsvermégen der einzelnen 
Gewebe zu bestimmen. Dagegen benutzt man vorzugsweise den Alkohol- 
niederschlag, wenn man eine Reihe untereinander zu _vergleichender 
Versuche mit ein und demselben Gewebe anstellen will. Der Alkohol- 
niederschlag hat den Vorzug, in seiner Zusammensetzung konstant zu 
bleiben. 

Das fein zerkleinerte frische Gewebe oder der Alkoholniederschlag 
derselben wird in 100 com einer 1°/,igen ameisensauren Kalk- oder 
Natronlésung suspendiert. Das Ganze wird in einen ungefihr 2 Liter 
messenden Glaskolben gebracht und in ein Wasserbad bei konstanter 
Temperatur von 38 bis 40° getaucht. Man fiigt die nétige Menge Salz- 
siiure hinzu, um eine Gesamtkonzentration von 1:1000 zu erhalten und 
la8t einen von Kohlenséure befreiten Luftstrom durch das Reaktions- 
gemisch passieren, um die darin enthaltene priexistierende Kohlensiure 
auszutreiben. Man muB eine laingere Einwirkung einer zu starken 
Saurelésung vermeiden, da das Oxydationsvermégen der Gewebe leicht 
darunter leiden kann. Nachdem das Reaktionsgemisch auf diese Weise 
von aller Kohlensaure befreit worden ist, setzt man von neuem die notige 
Menge Salzsiure, um den giinstigsten Siuregrad zu erhalten, hinzu und 
1aBt alle 30 Sekunden 2 ccm einer 1°/,igen Wasserstoffsuperoxydlésung 
in dasselbe flieBen. Die Gesamtmenge der in den meisten Versuchen 
angewandten Wasserstoffsuperoxydlésung betrug gewohnlich 60 ccm, die 
innerhalb 15 Minuten dem Reaktionsgemisch zugefiigt wurden. Nach 
weiteren 5 Minuten, wihrend welcher der Ballon energisch geschiittelt 
wird, fiigt man 5 ccm einer 10°/jigen Salzsiurelisung hinzu, um die 
wihrend der Reaktion gebildete Kohlensiure in Freiheit zu setzen, und 
]aBt einen von Kohlensiéure befreiten Luftstrom durch das Reaktions- 
gemisch solange streichen, bis daS das Barytwasser durch denselben nicht 
mehr getriibt werde. 

Die Menge der gebildeten Kohlensiure wird durch die GréB8e des 
kohlensauren Barytniederschlages bestimmt. Der Niederschlag des kohlen- 
sauren Bariums wird solange zentrifugiert, bis die GréBe desselben 
konstant bleibt. Durch vorherige Versuche hatten wir gefunden, da8 
1 ccm eines auf diese Weise erhaltenen Bariumcarbonatniederschlages 
12 bis 13 ccm Kohlensiure entspricht. 

Dieses soeben beschriebene Verfahren ist von einer sehr schnellen 
und leichten Ausfiihrung. Durch Kontrollversuche hatten wir festgestellt, 
daB bei Anwendung desselben die Fehler nie mehr als 10°/, betragen. 





: 
i 
| 
! 
| 
' 
: 
/ 





64 F, Battelli und L. Stern: 


In einigen Versuchen haben wir die totale Menge der HCl (welche 
dem Optimum des Siiuregrades entsprach, mit einem Male hinzugefiigt 
und dann das Wasserstoffsuperoxyd wie gewoéhnlich je 2 ccm alle 
30 Sekunden fallen gelassen. In dem Falle muB durch Kontrollversuche 
die Menge der im Reaktionsgemische priexistierenden Kohlensiaure bestimmt 
und dieselbe von der totalen Kohlensiuremenge in Abzug gebracht 
werden. Ubrigens betrigt die in den frischen Geweben enthaltene 
Kohlenséure nicht mehr als 1,5 bis 4 ccm pro 30g frischen Gewebes. 

Das Blut enthilt dagegen gréBere Mengen Kohlensiure. 


d) Optimum des Séuregrades bei Anwendung verschiedener 
Quantititen der Gewebe. 


Wir haben versucht, den fiir die Reaktion giinstigsten Siuregrad 
bei Anwendung verschiedener frischer Gewebe sowie des Alkoholnieder- 
schlages der Leber zu bestimmen. 

In der Tabelle IV teilen wir die Resultate einiger solcher Ver- 
suche mit. 

Die zu untersuchenden frischen Gewebe oder der Alkolniederschlag 
der Leber werden in 100 ccm einer 1°/,igen ameisensauren Salzlésung, 
welche den in der Tabelle angegebenen Siuregrad besitzt, suspendiert. 
Man fiigt alsdann alle 30 Sekunden 2 ccm einer 1°/,igen Wasserstoff- 
superoxydlésung hinzu. 


Tabelle IV. 


EinfluB der Saéurekonzentration auf die Oxydation der 
Ameisensaure durch die verschiedenen frischen Gewebe sowie 
durch den Alkoholniederschlag der Leber. 





Salzsaure- CO, 
konzentration { in com 


Gewicht 





Alkoholniederschlag 
der Leber von Pferd 





Alkoholniederschlag 
der Leber von Rind 


” 


d 
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Gewebe Gewicht Salzsaure- CO, 
konzentration| in ccm 
Frische Leber von Rind .... . 10 g 2/5000 28 
s a es a a Me ss 3/5000 9,5 
Frische Milz von Rind ...... 30 ,, 1 5/5000 7 
30 ., 2/1000 10 
ee ere ae ee 30 ., */ 1000 10 
Hammel 7 30 ., 1 5/5000 5,5 
30 ., 2/1000 12 
Fa ie - is i oo 30 ,, 5/5000 9 
Frische Niere von Pferd . a 30 g 1/000 12,5 
30 2/1000 19 
a e - ee eee 30 ,, 3/5000 17 
Frisches Gehirn von Hammel . . . 30 ,, 1/s 000 5,5 
30 ., 1,5/s000 6 
30 ,, 2/5000 6,5 
" a i “ ow Ss a » 3/1000 5,5 
Frischer Pankreas von Pferd . . . 30 ,, 1/5000 4 
és - 7 se he 30 ,, 2/1000 8 
z a ee & 3/000 6 
Frische Lymphdriisen von Hammel 30 ,, 1/5000 3 
o 30 ., 2/1000 6,5 
~ ji a " 30 ., 3/1000 6 
Frischer Hoden von Hammel . . . wes 1/3000 3 
, 30 ., ee 5,5 
” 30 ., 3/1000 5,5 


Aus den in Tabelle IV angefiihrten Resultaten geht hervor, daB die 
optimale Saurekonzentration bei Anwendung von 15g Alkoholniederschlages 
der Leber oder von 30 g frischen Lebergewebes ungefahr °/; 99.) Salzsaure ent- 
spricht. Fiir 10 g frischer Leber ist das Optimum ?/;999 Salzsdure und 
fiir die anderen frischen Gewebe 2,°/,99) Salzsiure fiir 30 g und !,5/; 595 
fiir 10 g derselben. Die Leber verlangt einen etwas héheren Sauregrad 
als die iibrigen Gewebe, weilsie eine gréBere Menge Katalase enthalt. 

e) Oxydationsvermégen der verschiedenen Tiergewebe. 

Nach dem von uns beschriebenen Verfahren haben wir das Oxy- 
daticnsvermégen der verschiedenen Tiergewebe untersucht. 

Die Resultate unserer Versuche sind in Tabelle V niedergelegt. 

Tabelle V. 
Oxydation der Ameisensaure durch die verschiedenen Tier- 
gewebe in Gegenwart von H,Qy. 

In allen hier angefiihrten Versuchen wurden 30 g frischen Gewebes 

100 ccm einer 1 °/,igen ameisensauren Calciumlésung —- 60ccem einer 
1 °/,igen Wasserstofisuperoxydlésung sowie eine gewisse Menge Salzsaure, 
deren Gesamtkonzentration in der Tabelle angegeben ist, verwandt. 
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Salzsaure- 


Gewebe konzentration | C02 in ccm 


Leber von Hammel ......... 3 /o9 62 
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Hund 
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Niere von Pferd 
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Gewebe 


Lunge von Hund . 


Muskel von Kaninchen 


. Hund 


™ . Rind 
Pankreas von Pferd 


Milz von Rind 
Pferd 
»  « Hammel 


” ’ 


Lymph 


Schilddriise a tel 
Schilddriise “ss Pferd 
Ginn ven amas 
: " Hund 


Hoden von Hammel 


Thymus von Hammel 


Nebenniere von Rind 
(Marksubstanz) 


Nebenniere von Rind 
(Rindesubstanz) 


driisen von Rind 
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. Salzsaure- 
Gewebe : 
konzentration 
Nebenniere von Rind 
(Marksubstanz) 
Nebenniere von Rind 
(Rindesubstanz) 








Die Versuche, deren Resultate wir in der Tabelle V mitgeteilt, er- 
geben, daB zwischen Tieren derselben Gattung individuelle Verschieden 
heiten in bezug auf ihr Oxydationsvermégen gegeniiber Ameisenséure 
existieren. Ein Gewebe, das derselben Tierart entstammt, besitzt nicht 
immer das gleiche Oxydationsvermégen, doch sind die Abweichungen 
im allgemeinen nicht sehr groB. 

Wenn wir den Durchschnitt der in Tabelle V angegebenen Zahlen 
nehmen, erhalten wir folgende Resultate, die wir in der Tabelle VI 


gruppieren wollen. 


Tabelle VI. 
Durchschnittsmengen der Kohlensaure, die durch die Ein- 
wirkung der verschiedenen Gewebe auf Ameisensiure in 
Gegenwart von H,O, gebildet wird. 





Gewebe CO, in ccm 





Leber von Hammel 
Leber von Rind 

Leber von Pferd 

Leber von Hund 
Leber von Kaninchen . 
Blut von Rind. 

Blut von Pferd . 

Blut von Hund. 

Blut von Kaninchen 
Niere von Pferd . 
Niere von Hund 
Lunge von Pferd 
Lunge von Hund . 
Muskel von Kaninchen. 
Muskel von Hund. 
Muskel von Rind 
Pankreas von Pferd . 
Milz von Rind. 

Milz von Pferd . 

Milz von Hammel 
Lymphdriisen von Rind 
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Gewebe ‘Og in ccm 


Schilddriise von Rind. 
Schilddriise von Pferd . 
Gehirn von Hammel 
Gehirn von Hund 
Hoden von Hammel 





Thymus von Hammel .. . wear 
Nebenniere von Rind, Marksubstanz 


Nebenniere von Rind, Rindesubstanz 


Die in dieser Tabelle gruppierten Zahlen ergeben, daB unter den 
frischen Geweben die Leber die héchste Oxydationskraft besitzt. Die 
Hammelleber scheint energischer als die anderer Tiere zu wirken. Niachst 
der Leber besitzt das Blut das héchste Oxydationsvermégen. Wie wit 
spaiter sehen werden, ist diese Oxydationswirkung dem im Blute ent- 
haltenen Hamoglobin zuzuschreiben. Die Niere nimmt den dritten Platz 
ein. Darauf folgen in absteigender Reihenfolge die Milz, die Lunge, der 
Pankreas und die Lymphdriisen. Die Wirkung der Milz und der Lunge 
kann vielleicht zum Teil dem in diesen Geweben enthaltenen Blut zu- 
geschrieben werden. Die anderen Organe bedingen nur eine geringe 
Kohlenséurebildung. Die Zahl unserer Versuche ist fiir mehrere Ge- 
webe nur sehr gering. Man miiBte eine gréBere Anzahl besitzen, um 
sicherere Durchschnittszahlen angeben zu kénnen. 

Auf Grund unserer mitgeteilten Resultate kénnen wir immerhin die 
Gewebe nach ihrem Oxydationsvermogen in folgenderjabsteigender Reihen- 
folge ordnen: Leber, Blut, Niere, Milz, Lunge, Pankreas, Lymphdriise, 
Rindmuskel, Gehirn, Hoden, Hundemuskel, Thymus, Nebenniere, Schild- 
driise, Kaninchenmuskel. 


f) Die Peroxydase im Alkoholniederschlage der Gewebe. 


AuBer den frischen Geweben haben wir den Alkoholniederschlag 
einiger derselben auf ihren Gehalt an Peroxydase untersucht. Die Alkohol- 
niederschlige sind nach dem von Battelli friiher bereits angegebenen 
Verfahren dargestellt. Die Gewebe werden mit Hilfe einer Hackmaschine 
fein zerrieben und mit dem 2fachen Volumen Alkohol 5 Minuten lang 
geschiittelt. Das Ganze wird durch Leinwand stark gepreBt und der 
Riickstand mit 2 Volumen Ather gewaschen, ausgepreBt und an der 
Luft getrocknet. Nach 24 Stunden ist der Riickstand recht trocken und 
zur Verwendung bereit. Nach demselben Verfahren haben wir auch 
Alkoholniederschliige des Blutes bereitet. 

In der folgenden Tabelle teilen wir einige Resultate, die wir in 


+ 


den Versuchen mit diesen Alkoholniederecligen erhalten haben, mit. 
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Tabelle VIL. 


Oxydation der Ameisensaure durch die Alkoholnieder- 
schlage der verschiedenen Tiergewebe in Gegenwart von 


Wasserstoffsuperoxyd. 


Die Versuchsanordnung ist dieselbe wie in den friiheren Versuchen. 





, Salzsiurekon- CO. j 
Alkoholniederschlag des Gewebes Gewicht zentration 0, in 


cem 
~ /oo 





Leber von Rind ....... 21 

* Se 15 
oa +r args oe 13 
- El ae ge 18 


. - ” eek eee 5 
Baan wo WOME ww we 15 

9 - a ee ee 10 
Blutkérperchen von Rind . 15 


Blutkérperchen von Pferd . 15 
Niere von Pferd . . rage : 15 
ws a aw ; = 15 
Muskel von Rind. ...... 15 
Muskel von Pferd. . eile 15 
Pankreas von Rind. . tara 15 


Onder WOWwWwwwwwr Ww ND & Ww 











Aus den in dieser Tabelle zusammengestellten Versuchsergebnissen 
ersieht man, daB die Alkoholniederschlage sowohl der roten Blutkérper- 
chen als der verschiedenen Organe noch ein bedeutendes Oxydaions- 
vermégen aufweisen. Wie zu erwarten war, sind es die an Peroxydase 
reichen Gewebe, wie die Leber und die Niere, die die wirksamsten 
Alkoholniederschlage liefern. Wir werden also vorzugsweise den Alkohol- 
niederschlag der Leber waihlen, wenn es sich darum handeln wird, ein 
konstantes, aktives Priparat zur Ausfiihrung einer Reihe untereinander 
zu vergleichender Versuche anzuwenden. 


Wir haben auBerdem einige Versuche gemacht, um das Oxydations- 
vermégen des frischen Lebergewebes mit dem des entsprechenden Alkohol- 
niederschlages zu vergleichen. Im Durchschnitt liefern 30 g frischen 
Lebergewebes ungefihr 9 g Alkoholniederschlag. Wir bringen in der 
folgenden Tabelle einige dieser Versuchsergebnisse. 
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Tabelle VIII. 


Vergleichende Untersuchung des Oxydationsvermégens 
frischer Gewebe und des entsprechenden Alkoholnieder- 
schlages. 


Versuchsanordnung wie friiher. 





Salzsaurekon- 


Gewicht : 
zentration 


Gewebe 
+4 





Frische Leber von Rind... . 30 
Alkoholniederschlag . . . . 9 
Frische Leber von Rind 
Alkoholniederschlag 

Frische Leber von Rind we 
Alkoholniederschlag . . . . : j : 33,5 
Rote Blutkérperchen von Rind : 27,5 
Alkoholniederschlag ..... . ‘ 24,5 











Die in der letzten Tabelle angefiihrten Versuchsergebnisse lassen 
den SchluB zu, daB durch Behandeln mit Alkohol das Oxydations- 
vermégen der Gewebe nur wenig vermindert wird. Der Verlust betrigt 
in der Mehrzah] der Fille nicht mehr als ein Drittel des Gesamt- 
oxydationsvermégens des frischen Gewebes. 

Die Versuche, die Peroxydase durch wiederholte Fallung mit Alkohol 
zu reinigen, haben keine befriedigende Resultate ergeben. Die zweite 
Alkoholfallung besitzt eine verbaltnismaBig schwache Oxydationswirkung, 
ist hingegen sehr reich an Katalase. Letzteres war zu erwarten, da wir 
seiner Zeit dieses Verfahren zur Bereitung der auferst aktiven Hepato- 
katalase angewandt hatten. ') 


g) Die Konservierung der Peroxydase in den Tiergeweben 
nach dem Tode. 

Wir haben den Einflu8 der nach dem Tode des Tieres verflossenen 
Zeit auf das Oxydationsvermégen der Gewebe studiert. 

Wir haben zu dem Zweck vor allem die Leber und die Milz gepriift. 
Das Gewebe wurde so bald wie méglich nach dem Tode des Tieres ge- 
nommen. Ein Teil wurde sofort auf sein Oxydationsvermogen untersucht. 
Ein anderer Teil wurde bei ungefihr 15° C verschieden lange Zeit auf- 
bewahrt, worauf von nevem sein Oxydationsvermégen geprift wurde. 

In der folgenden Tabelle bringen wir die Ergebnisse einiger Ver- 
suchstypen. 


1) F. Battelli und Mile L. Stern, Recherches sur la catalase dans 
Yorganisme animal. Arch. di Fisiol. 2, fase. IV, 471 bis 509, 1905. 
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Tabelle IX. 


Einflu8 der nach dem Tode des Tieres verflossenen Zeit auf 
das Oxydationsvermégen der Gewebe. 


Versuchsanordnung wie oben. 





; eS Zeit nach dem co, 
Gewebe Gewicht = : 2 
Tode in ccm 
Leber von Rind . . ; | 30 g Stunde 56,7 
i 30,, 24 Stunden 53,3 
| 30 ,, 11/, Stunde 7.5 
‘a ; 30 ,, 3 Tage 41 
Milz 





2. 11/, Stunde 10 


 s 24 Stunden 9 





Diese soeben angefiihrten Versuchsergebnisse scheinen darzutun, da8 
die Gewebe laingere Zeit nach dem Tode des Tieres ihre Oxydations- 
wirkung auf Ameisensiure in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd intakt 
beibehalten. Man kann folglich zu den verschiedenen Versuchszwecken 
auch flteres Gewebe verwenden. 


h) Einflu8 der Temperatur auf die Oxydation der Ameisen- 
siure durch die verschiedenen Gewebe und das Blut. 


Wir haben in einer Reihe von Versuchen den EinfluB der ver- 
schiedenen Temperaturen auf die Oxydationsgeschwindigkeit der Ameisen- 
siure durch die Gewebe einerseits und das Blut anderseits gepriift. 

Die Resultate dieser Versuche teilen wir in untenstehender Tabelle mit. 


Tabelle X. 


Einflu8 der Temperatur auf die Intensitit der Oxydation 
der Ameisensaure. 


Die Versuchsanordnung ist wie oben. In allen Versuchen betriigt die 
Salzsiurekonzentration 3°/ 5. 





Temperatur ‘ 
. a “ CO, 
Gewebe Gewicht in . re 

, , in com 
Zentigraden 


Frische Leber von Hammel! . ; 30 g 0° 8,25 
30 ., 10° 12 
0. 20° 18 
30 ,, 30° 46. 
30 ., 35° 57 
Oe ws 40° 58,5 
30 ,, 45° 52,5 
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| Temperatur 
Gewebe Gewicht in 
Centigraden 


CO, 
in ccm 


50° 


Frische Leber von Rind . ee = 380 
‘i ; ‘ 55° 


Alkoholniederschlag der Leber v. Rind f 38° 


Desgi. . ; j j 45” 

| | 50° 

55° 

- oo er ‘ ‘ 60° 

Rote Blutkirperchen von Rind. . .; 3€ 38° 

55° 

“ r ; a: 60° 
Alkoholniederschlag der roten Blut- 

kérperchen von Rind 
esgl. 





Aus den in dieser Tabelle zusammengesteilten Versuchen geht 
deutlich hervor, da sowohl fiir das frische Lebergewebe wie fiir dessen 
Alkoholniederschlag die Intensitat der Reaktion mit zunehmender Tempe- 
ratur bis 38°—40° steigt. Uberschreitet man jedoch 38 bis 40°, so 
nimmt die Oxydation mit steigender Temperatur ab. Bei einer Tempe- 
ratur von 60° wird die Kohlensaureentwicklung diuBerst schwach: Die 
unbedeutende Kohlensiuremenge kinnte durch das in der Leber ent- 
haltene Blut verursacht sein. 

Das Optimum der Temperatur scheint 38° bis 40° zu sein. 

Das Blut verhalt sich dem EinfluB der Temperatur gegeniiber 
etwas anders. Die Kohlensiureentwicklung ist um so starker, je hoher 
die Temperatur steigt. Bei einer Temperatur von 60 bis 65° ist die 
Oxydation der Ameisensiure durch das Blut bedeutend energischer als 
bei 38—490°. 

Dieser Unterschied im Verhalten des Blutes gegeniiber der Tempe- 
ratur gestattet die oxydative Wirkung des Haimoglobins von der der in 
den Geweben enthaltenen Peroxydase zu unterscheiden. 

Wir miissen hier bemerken, da8 in unsern Versuchen das ameisen 
saure Calcium in einer Konzentration von 1:100 und bei saurer 
feaktion des Mediums (3°/,, HCl) angewandt wurde. Unter ahnlichen 
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Versuchsbedingungen wird die Ameisensiure durch das Wasserstoffsuper- 
oxyd selbst bei einer Temperatur von 60 cder €5° nur in unbedeutender 
Menge oxydiert. Anders ist es, wenn die Versuchsbedingungen abgeandert 
werden. In starkerer Konzentration, etwa 6°/,, wird die Ameisensaure 
ziemlich stark bei saurer und sehr schnell bei neutraler Reaktion bei 
einer Temperatur von 60° oxydiert. 


i) EinfluB der bei der Reaktion beteiligten Gewebe- und 


W asserstoffsuperoxydmengen. 


In den Versuchen, deren Resultate wir bisher mitgeteilt, haben 
wir stets 30 g Gewebe und 60 ccm einer 1°/,igen Wasserstofisuperoxyd- 
losung angewandt. In einer Reihe eigens dazu bestimmter Versuche 
haben wir den Einflu£ verschiedener Mengen sowohl der Gewebe als des 
dem Reaktionsgemische hinzugefiigten Wasserstoffsuperoxyds bestimmen 


wollen. 

In einer Reihe von Versuchen haben wir verschiedene Gewichts- 
mengen des zu untersuchenden Gewebes bei konstanter Menge des Wasser- 
stoffsuperoxyds genommen. Bei Anwendung verschieden grofer Gewebs- 
mengen muBte auch die Konzentration der Salzsiure eine entsprechende 
Abiinderung erfahren. Durch Vorversuche hatten wir bereits bestimmt, 
daB die optimale Salzsiurekonzentration fiir verschieden groBe Gewebe- 
mengen verschieden ist. Fiir in 100 ccm 1°/,iger Calciumformiatlésung 
suspendierte verschieden groBe Gewebemengen ist die optimale Salzsaure- 
konzentration folgende: Fiir 15 g Alkoholniederschlag der Leber — 3 
bis 4°/o9, fiir 30 g frischer Leber oder 10 g des entsprechenden Alkohol- 
niederschlages — 3°/,); fiir 10 g frischer Leber — 2°/,, fiir 30 g anderer 
Gewebe —- 2,5°/59 und fiir 10 g derselben — 1,5°/ 5. Das sind die Saure- 
grade, die wir in den weiter unten mitzuteilenden Versuchen angewandt 
haben. 

In einer anderen Reihe von Versuchen haben wir bei konstanter 
Gewichtsmenge des zu untersuchenden Gewebes die Menge des hinzu- 
zufiigenden Wasserstoffsuperoxyds variiert. Zu gleicher Zeit haben wir 
auch den Einflu®B verschiedener Konzentrationen des Wasserstofisuper- 
oxyds auf die Oxydation der Ameisensiiure durch die verschiedenen Ge- 
webe gepriift. 

In allen Versuchen wurde das Wasserstoffsuperoxyd in Portionen 
von 2 ccm alle 30 Sekunden in das Reaktionsgemisch gegossen. 

In der folgenden Tabelle XI sind einige Versuchstypen wieder- 
gegeben. 
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Tabelle XI. 


EinfluB der Menge des Gewebes und des hinzugefiigten 
Wasserstoffsuperoxyds auf die Oxydation der Ameisensiaure. 
Versuchsanordnung wie vorher. 





Konzen- 
tration des co, 
Wasserstoff-]| in ccm 
superoxyds 


Wasserstoff- 
Gewebe Gewicht | superoxyd 
in ccm 


Frisches Gewebe: 
Leber von Hammel 


51 
22 
40 
16 
38 
14 


ay 


- 


” 


Rind . 


Pferd 


Blut von Hund . 


’ 


, Rind 


_ 
o © 


Blutkérperchen v. Pferd 


> 


Lunge von Hammel 


~ ~ 
nm «3 G ¢ 
or 


~ 


Niere von Pferd 


ee 
@ 


— 1D 
So) ee 
@ 


Alkohol- 
niederschlag: 
Leber von Rind. 


to 
r-;) 


Pferd 


ano on 


Rind 


Ooh. 
— ee -) I Nm = SC 


or 


Blut von Rind 


™ to bo 


i ee ee ee ee | 


Frisches Gewebe: 
Leber von Hammel 


1 
ou 


Pankreas von Pferd 
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Konzen- 
tration des CO, 
Wasserstoff-| in ccm 
superoxyds 


Wasserstoff- 
Gewebe Gewicht | superoxyd 
in ccm 


Muskel von Pferd . . : 30 f 1%, 
60 ae 
, mn ee 120 Bs 
Leber von Hammel . a 120 0,25°/, 
120 0.5 
120 
120 
120 


” 


Alkohol- 

niederschlag: 
Leber von Hammel . 15 , 30 ‘i 
60 oe 40 
15 120 ve 73 
10 , 120 J 67, 
10 120 j 81 
10 ,, 120  - 112 
10, 120 m 145 
10, 120 _- 152 














Die Versuche, deren Resultate in vorstehender Tabelle angefihrt 


sind, zeigen erstens, daB mit steigender Menge des benutzten Gewebes 
die Kohlensaiurebildung zunimmt. In manchen Fallen ist die Kohlen- 
siurebildung fast proportional den Gewebemengen. In anderen Fallen 
jedoch bemerkt man bedeutende Abweichungen. Die Unbestandigkeit 
der Resultate laBt sich leicht durch die Wirkung der Katalase einerseits 
und die verschiedene Salzsiiurekonzentration andererseits erkliren. 

Die Menge der bei der Reaktion gebildeten Kohlensiure wichst 
auBerdem mit zunehmender Menge des hinzugefiigten Wasserstoffsuper- 
oxyds, wenn es sich um Lebergewebe handelt. Eine Steigerung der 
Wasserstofisuperoxydkonzentration hat dieselbe Wirkung. Man _ beob- 
achtet hier, daB zwischen der Steigerung der Kohlensiurebildung und 
der Menge oder der Konzentration des Wasserstofisuperoxyds keine Pro- 
portionalitét besteht. Die Menge der gebildeten Kohlensiure nimmt 
langsamer zu als die Menge des Wasserstoffsuperoxyds. Wir ersehen 
aus den zuletzt hier angefiihrten Versuchen, daB in den meisten unserer 
Versuche, die mit Lebergewebe angestellt waren, wir eine gréBere Kohlen- 
siurebildung hitten erzielen kénnen als die von uns erhaltene. In der 
Tat haben wir in unseren Versuchen fast immer 60 ccm einer 1°/,igen 
Wasserstoffsuperoxydlésung fiir 30 g Leber angewandt. Wie wir aber 
soeben gesehen haben, ist die Kohlensiurebildung bedeutend gréBer, 
wenn man gréBere Mengen Wasserstoffsuperoxyds anwendet. 

Wenn die Gewebe wenig Peroxydase enthalten, bemerkt man keine 
Vermehrung der Kohlensiurebildung, wenn man zu 30 g des zu unter- 
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suchenden Gewebes mehr als 60 ccm einer 1°/,igen Wasserstoffsuper- 
oxydlisung hinzufiigt. Wir miissen daraus schlieBen, daB in diesem Falle 
das Wasserstoffsuperoxyd sich eher im Uberschusse gegeniiber der Per- 
oxydasemenge befindet. Im Gegensatz dazu ist in der Leber die Per- 
oxydase im Uberschusse gegeniiber dem hinzugefiigten Wasserstoffsuper- 
oxyd. AuBerdem mu8 man hier den Umstand in Betracht ziehen, daB 
ein groBer Teil des Wasserstoffsuperoxyds durch die in der Leber in 
groBer Menge enthaltene Katalase zerstért wird und von der Peroxydase 
nicht ausgeniitzt werden kann. 

Die Resultate der in der Tabelle XI mitgeteilten Versuche sowie 
die daraus sich ergebenden SchluBfolgerungen weisen darauf hin, daB 
der Peroxydasereichtum der Leber im Vergleich zu dem der anderen 
Gewebe bedeutend gréBer ist, als man es nach den in Tabelle V mit- 
geteilten Versuchen annehmen konnte. 


k) Widerstand der Peroxydase und des Himoglobins gegen 
die Einwirkung héherer Temperaturen. 

Wir haben die Wirkung mehr oder weniger hoher Temperaturen 
auf die Peroxydasen der Leber und auf das Hamoglobin bei neutraler, 
alkalischer und saurer Reaktion des Mediums gepriift. Zu dem Zwecke 
bringt man 30 g frischer Leber oder 10 g des Alkoholniederschlags oder 
30 ccm gewaschener roter Blutkérperchen in 100 ccm Wasser, dem man 
je nachdem eine bestimmte Menge Alkali (NaOH) oder Saure (HCl) zu- 
setzt. Das Ganze wird in ein Wasserbad von bestimmter konstanter 
Temperatur gebracht und, nachdem der gewiinschte Warmegrad er- 
reicht, wahrend weiterer 20 Minuten bei dieser Temperatur gelassen. 
Man 1|aBt abkiihlen und fiigt die nétige Menge Saure hinzu, um einen 
Sauregrad von 3/199, HCl zu erhalten, und verfahrt im iibrigen wie in 
den anderen Versuchen. 

Tabelle XII. 

Widerstand der Peroxydase oder des Himoglobins gegen 
héhere Temperaturen in neutralem, alkalischem oder saurem 
Medium. 

Versuchsanordnung wie friher. 





Erreichte 
Temperatur 
in 
Zentigraden 


Reaktion 
des 
Mediums 


CQ, in 


Gewebe Gewicht pi 


Frische Gewebe: 
Leber von Pferd . ‘ Kontrollversuch 
60° neutral 


‘ ~~ 
95 ° e 
55° HCI 1% 
55° HCI 2°/o6 
550 HC] 3°/oo 
55° NaOH 4°/o, 
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Gewebe 


Leber von Hammel 


Rote Blutkérperchen von Rind 


, ” 


Rote Blutkérperchen von Hund 


” ” 


Alkoholniederschlag: 
Leber von Pferd . 





Gewicht 


30 g 
30 ,, 
30.,, 
30 ,, 
30 .. 
30 ., 
30 ., 


30 ,, 
30., 
30,, 
30 ,, 


Erreichte 
Temperatur 
in 
Zentigraden 


Reaktion 
des 
Mediums 


Kontrollversuch 


60° 
66° 
95° 
55° 
55° 
55° 

Kontro 
60° 
70 0 
95° 
55 0 
55 0 
55° 


55° 


neutral 


HCl 2°/o9 
HCI 3°/o 
NaOH 4°/5, 
lversuch 

neutral 


HCI 1/5, 
HCl 2°/,, 
HCl 39/59 
NaOH 2°/,, 


Kontrollversuch 


60° 
70° 
95° 
55° 
55° 
55° 


Kontrol 


neutral 


HCl 1°/55 
HCl 2°/o6 
NaOH 4°/,, 
lversuch 

neutral 


HCl 1/oo 
HCl 2°/,, 
NaOH 2°/,, 
NaOH 4°/ 


Kontrollversuch 


55° 
60° 
66 0 
95° 


55° 
60° 
95° 
55° 








5 
55 
<4 
) 


neutral 


Kontrollversuch 


neutral 


HCl 1°/oo 
HCl 2°/o0 
NaOH 4°/55 
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Aus den in Tabelle XII angefiihrten Versuchsergebnissen ersieht 
man, daB die Peroxydase frischer Gewebe bei neutraler Reaktion des 
Mediums einer Erwirmung auf 60° sehr gut widersteht aber bei 66° 
fast vollstindig zerstért wird. In saurem Medium wird die Peroxydase 
bei 55° sehr stark angegriffen, und zwar um so stirker, als der Saure- 
grad hoher ist. In alkalischem Medium verhilt sich die Peroxydase in 
ihnlicher Weise. Die nach Fillung mit Alkohol erhaltene Peroxydase 
scheint im allgemeinen gegen héhere Temperaturen empfindlicher zu sein. 
Durch Erhitzen auf 55° wird ein Teil des Oxydationsvermégens des 
Alkoholniederschlages selbst bei neutraler Reaktion des Mediums zer- 
stirt. Saure und Alkali begiinstigen auch hier die schidliche Wirkung 
héherer Temperaturen. Das Oxydationsvermégen des Hamoglobins wird 
durch Erwirmen auf 60° bei neutraler Reaktion des Mediums nicht im 
geringsten angegriffen. Erhitzen auf 70° schwacht dasselbe bedeutend 
ab, doch wird selbst bei Siedehitze das Oxydationsvermégen der roten 
Blutkérperchen in Gegenwart von H,0, nicht ganz vernichtet. Die 
Empfindlichkeit gegen héhere Temperaturen wird auch durch Hinzufiigen 
von Saure oder Alkali bedeutend gesteigert. Doch wirkt im allgemeinen 
die Saure schidlicher als das Alkali auf das Oxydationsvermogen des 
Hamoglobins ein. Auf Grund unserer Versuche kénnen wir die Behaup- 
tung aufstellen, daB das Himoglobin sich ganz wie die Peroxydase 
gegeniiber héheren Temperaturen verhilt, mit dem Unterschiede nur, 
daB sie etwas weniger empfindlich als letztere ist. 

Wir sehen auBerdem, da die Wirkung héherer Temperaturen auf 
die Peroxydase in Bezug auf die Oxydation der Jodwasserstoffsiure sich 
in derselben Weise kundgibt wie in Bezug auf die Oxydation der 
Ameisensiure. Wir haben friiher beobachtet, daB ein Erwairmen der 
Gewebeausziige auf 60° die oxydierende Wirkung derselben auf Jod- 
wasserstofisiure in Gegenwart von Athylhydroperoxyd nicht aufhebt, 
daB aber ein Erwairmen auf 70° dieselbe véllig vernichtet. Abhnliche 
Resultate kénnen wir in Bezug auf die Oxydation der Ameisensiure 
verzeichnen. 


l) Oxydation von einigen andern der Fettreihe angehorigen 


Substanzen durch Tiergewebe in Gegenwart von Wasser- 


stoffsuperoxyd. 

Cervello und Pitini?) ist es gelungen, einige Aldehyde, den Propyl-, 
Valer- und Isobutylaldehyd durch Alkoholniederschlage der Gewebe in 
Gegenwart von H,O, zu Kohlensaure zu oxydieren. 

Wir haben einige Versuche mit Formaldehyd angestellt und ge- 
funden, da8 unter sonst gleichen Versuchsbedingungen die Menge der 
bei Anwendung von Formalin erzeugten Koblensaure kleiner ist als bei 
Anwendung von Ameisensiiure. Wir haben die Oxydation der andern 
Aldehyde nicht weiter untersucht, hingegen aber einige organische Sauren 
sowie Glucose zu oxydieren versucht. 

In der Tabelle XIII bringen wir einige Versuchsergebnisse. 


1) loc. cit. 
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Tabelle XIII. 
Oxydation von einigen Fettsauren und von Glucose durch 
Tiergewebe in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd. 
Versuchsanordnung wie gewohnlich. 





' — ie oxydiere > gt CO, 3 
Gewebe Gewicht Die = rxydierende Gewicht := 
Substanz ecm 
Alkoholniederschlag 
Leber von Rind log essigsaures Ca 
15,, milchsaures Ca 


Spuren 


oR 


15,, propionsaures Na 
15,, buttersaures Na 


to to t> to 


7 = si 15 ,, valeriansaures K 
Leber von Pferd 10.,, Glucose 

10.,, oleinsaures Na 
10,, palmitinsaures Na 
10.,, stearinsaures Na 














Aus den in dieser Tabelle mitgeteilten Versuchsergebnissen ersieht 
man, daB die Menge der bei Anwendung von Glucose oder von ver- 
schiedenen Fettsiuren an Stelle der Ameisensaure gebildeten Kohlensiure 
nur unscheinbar ist. Battelli hatte bereits in seinen friiheren Ver- 
suchen ein negatives Resultat erhalten. Doch wollen wir nicht behaupten, 
daB die hier untersuchten Substanzen durch die Peroxydase der Leber 
in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd iiberhaupt nicht oxydiert werden. 
Wir haben diese Frage noch nicht naher gepriift. Wir kénnen nur sagen, 
daB die Oxydation, falls sie stattfindet, keine tiefgehende ist und nicht 
bis zur Bildung von Kohlensaure geht. 


m) Oxydation der Ameisensaure durch Peroxydase in Gegen- 
wart von Athylhydroperoxyd. 


Unsere Versuche betreffend die Oxydation der Ameisensiure sind 
in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd ausgefiihrt worden. Das Athy]l- 
hydroperoxyd haben wir nicht anwenden kénnen, da es sehr schwer ist, 
gréBere Quantitaten derselben zur Verfiigung zu haben. Wir haben blob 
einige Versuche gemacht, um zu priifen, ob bei der Oxydation der 
Ameisensiiure durch Peroxydase dieses Peroxyd an Stelle des H,O, an- 
gewandt werden kann. Durch Vorversuche hatten wir festgestellt, da’ 
in den von uns angewandten Versuchsbedingungen (Temperatur und 
Konzentration der Ameisensiure und des Peroxyds) die Kohlensaure- 
entwicklung bei Einwirkung des Athylhydroperoxyds auf Ameisensaure 
unter AusschluB der Peroxydase eine kaum nennenswerte ist. 

Da das Athylhydroperoxyd durch die in den Geweben enthaltene 
Katalase keineswegs zerstért wird, konnten wir die Reaktion in neutralem 
Medium ausfiihren und uns auf diese Weise iiberzeugen, daB die Reaktion 
in neutralem Medium energischer als in saurem Medium vor sich geht. 
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In diesen Versuchen haben wir den Alkoholniederschlag der Leber be- 
nutzt. Das frische Gewebe hat den Nachteil, das Resultat durch die bei 
der Gewebeatmung entstehende Kohlensaure zu triiben. 

Die Athylhydroperoxydlésung wird in einem Male dem Reaktions- 
gemische beigefiigt, und nach 30 Minuten wird das Ganze stark ange- 
siuert und die entwickelte Kohlensiure nach dem friiher beschriebenen 
Verfahren bestimmt. 

In Tabelle XIV teilen wir die Resultate einiger Versuchstypen mit. 
Zu je 1 g des benutzten Gewebes fiigt man 10 ccm Wasser und die in 
der Tabelle angegebene Menge Athylhydroperoxyd hinzu. In einigen 
Kontrollversuchen haben wir das Athylhydroperoxyd auf den Alkohol- 
niederschlag der Leber ohne Zusatz von Ameisensadure einwirken lassen 

In einigen Versuchen haben wir den mit Wasser vermischten 
Alkoholniederschlag der Leber 15 Minuten lang einer Temperatur von 
66° ausgesetzt und darauf ihre Wirkung auf Ameisensdure in Gegenwart 
von Athylhydroperoxyd untersucht. 


Tabelle XIV. 


Oxydation der Ameisensaure durch die Peroxydase der Leber 
in Gegenwart von Athylhydroperoxyd. 
In allen Versuchen ist der Alkoholniederschlag der Leber benutzt worden. 





Alkohol- Athylhydro- 
niederschlag der 
Lebe 


Ameisen- Reaktion des 
peroxyd 


: CO, in ccm 
saures Ca 1°/ Mediums . 
/0 


r 


10 g lg 10 ecm neutral 36 
Ding 10 ,, HCl 3°/o9 25 
0,50 g neutral 16 
0,50 ,, HCl 3°/o9 9 
— neutral Spuren 
0,20 ,, neutral 9 
0,20 ,, HCl 3°%/oo 7 
0,20 ,, neutral 12 
i 0,20 ,, HCl 3°/oo 9 
ic — neutral Spuren 
5g auf 70° erhitzt 0,50 ,, neutral Spuren 
2g auf 70° erhitzt Bs neutral Spuren 
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Aus den in Tabelle XIV mitgeteilten Versuchen ergibt sich, daB 
die Peroxydase der Leber in Gegenwart von Athylhydroperoxyd sehr 
energisch Ameisensiure oxydiert und daB diese Oxydation in neutralem 
Medium starker als in saurem Medium ist. Bei Anwendung von Wasser- 
stoffsuperoxyd haben wir im Gegenteil beobachtet, daB die Oxydation 
nur in saurem Medium energisch war, wahrend die Reaktion in neutralem 
oder alkalischem Medium nur unbedeutend war. Wie wir bereits friiher 
betont haben, ist der die Reaktion begiinstigende EinfluB des sauren 


Mediums hauptsichlich dem Umstande zuzuschreiben, daB durch Zusatz 
Biochemische Zeitschrift Band 13, 6 
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von Saure die Zersetzung des Wasserstoffsuperoxyds durch die in den 
Geweben enthaltene Katalase verlangsamt wird. 

Im Laufe unserer Versuche haben wir die Beobachtung machen 
kénnen, daB bei geniigender Peroxydasemenge aller aktiver Sauerstoff 
des hinzugefiigten Athylhydroperoxyds zur Oxydation der Ameisensiure 
benutzt wurde. In der Tat war in einem unserer Versuche (Nr. 1 der 
Tabelle) in neutralem Medium die Menge der Athylhydroperoxyds 0,10 g, 
was einer Menge von 0,026 gr aktiven Sauerstoffs oder 18 ccm O, entspricht. 
Wenn nun die entsprechende Menge des in der Ameisensiure enthaltenen 
Wasserstofis zu Wasser oxydiert wiirde, miiBte die Menge der zugleich 
dabei entwickelten Kohlensiure 36 ccm betragen. In unserem Versuche 
haben wir genau diese Menge Kohlensiure erhalten. 

Ein Erwirmen der Peroxydase auf 66° vernichtet die Oxydations- 
wirkung derselben auf Ameisensiure in Gegenwart von Athylhydro- 
peroxyd ebensogut wie in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd. 

Im Laufe dieser Versuche haben wir auch beobachtet, daB die 
Peroxydase der Leber in Gegenwart von Athylhydroperoxyd ebenso- 
wenig wie in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd Milchsiure zu Kohlen- 
siure oxydiert. 


III. Allgemeine Betrachtungen. 


Im Laufe dieser unserer Untersuchungen haben wir die Beob- 
achtung machen kénnen, da die Blauung der Jodstarke in 
Gegenwart von Athylhydroperoxyd keine sichere Reaktion fiir 
die Peroxydase tierischer Gewebe darstellt. Die Anwendung 
von Wasserstoffsuperoxyd an Stelle des Athylhydroperoxyds, 
wie es v. Czyhlarz und v. Fiirth bei ihren Untersuchungen 
iiber tierische Peroxydasen getan, gibt noch weniger sichere 
Resultate. Es scheint uns selbstverstandlich, daB diese Re- 
aktion zu quantitativen Zwecken nicht benutzt werden kann. 

Die andere von uns angewandte Methode, die in der Oxy- 
dation von Ameisensaure besteht, ist in dieser Beziehung zuver- 
lassiger und gestattet, bis zu einer gewissen Grenze, sichere 
Resultate bei der quantitativen Bestimmung des Peroxydase- 
gehaltes der verschiedenen Gewebe zu erhalten. Die Be- 
trachtungen, die wir iiber die Peroxydase der Tiergewebe im all- 
gemeinen anstellen wollen, stiitzen sich also hauptsiachlich auf 
die Resultate, die wir bei der Oxydation der Ameisensiéure 
durch die Tiergewebe in Gegenwart eines Peroxyds erhalten 
haben. 

Die verschiedenen Tiergewebe, namentlich die Leber; das 


Blut und die Niere oxydieren die Ameisensiure in Gegenwart 
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von Wasserstofisuperoxyd unter Entwicklung von Kohlensaure. 
Andrerseits unterscheidet sich die Oxydationswirkung des 
Blutes von der der iibrigen Gewebe durch den Umstand, da 
die Reaktion in Gegenwart von Blut in saurem Medium um 
so energischer verliuft, je héher die Temperatur ist. Bei einer 
Temperatur von 60° in saurem Medium (HCI 3°,,,) oxydiert das 
Blut in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd Ameisensaure selir 
energisch, wahrend unter denselben Bedingungen die anderen 
Gewebe vollig wirkungslos sind. 

Wir miissen folglich zwei Arten von Substanzen unter- 
scheiden, welche Ameisenséiure in Gegenwart von Wasserstoff- 
superoxyd oxydieren. Die eine dieser Substanzen findet sich 
im Blute vor und ist wahrscheinlich mit dem Blutfarbstoffe, 
dem Hiamoglobin oder einer seiner Komponenten identisch. 
Wir kénnten sie nach dem Beispiel von v. Czyhlarz und 
v. Firth, Buckmaster als Pseudoperoxydase bezeichnen. Die 
andere Substanz, die in den verschiedenen Geweben enthalten 
ist, besitzt mehrere Eigenschaften, die sie als Peroxydase 
charakterisieren. Sie wirkt nur in Gegenwart eines Peroxyds 
(Wasserstoffsuperoxyd oder Athylhydroperoxyd). wird durch 
Alkohol gefallt und durch Erhitzen zerstért. Anderseits besitzen 
wir aber nicht geniigend Beweise, um die enzymatische Natur 
dieser Substanz definitiv bejahen zu kénnen. 

Mit Hilfe der Pflanzenperoxydasen ist es bisher nur ge- 
lungen, in Gegenwart von Peroxyden den Wasserstoff der 
Hydroxyle, der Phenole, der aromatischen Amine sowie der 
Jodwasserstofisiure zu oxydieren. Die Oxydation der Ameisen- 
siure durch die tierische Peroxydase in Gegenwart von Wasser- 
stoffsuperoxyd oder Athylhydroperoxyd, die wir in den bisher 
mitgeteilten Versuchen studiert haben, scheint zur selben Kate- 
gorie zu gehdren. In der Tat handelt es sich bei der Oxy- 


dation der Ameisensiure wahrscheinlich um eine Oxydation 
des Wasserstoffatoms derselben. Es geniigt den Wasserstoff 
des einfachen Ameisenséuremolekiils zu oxydieren, um sofort 
eine Kohlensiureentwicklung hervorzurufen. 

Die Pflanzenperoxydasen bringen anderseits eine viollige 
Oxydation komplexer Molekiile unter Bildung von Endprodukten 
(Kohlensiure, Wasser usw.) nicht zustande. Die tierische 


Peroxydase verhalt sich in dieser Beziehung ebenso. Die ver- 
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schiedenen der Fettreihe angehérigen organischen Sauren sowie 
die Glucose bilden unter dem Einflusse der tierischen Per- 
oxydase -+- Peroxyd keine Kohlensaure. Wenn wir auch nicht 
behaupten wollen, daB iiberhaupt keine Oxydation stattgefunden 
— wir haben die Frage nicht eingehender untersucht —, so 
miissen wir immerhin annehmen, daB die Oxydation, wenn 
eine solche stattgehabt, keine tiefgehendere war und nur zur 
Bildung von Zwischenprodukten gefiihrt hat. 

Eine Frage, die sich aufwirft, ist die, ob die in den Ge- 
weben enthaltene, die Ameisenséure oxydierende Peroxydase 
mit der die Jodwasserstoffsiure oxydierenden Peroxydase iden- 
tisch sei. Eine genaue quantitative Untersuchung kénnte Auf- 
schlu8 dariiber geben, aber eine solche ist aus den friiher hier 
angefiihrten Griinden nicht durchfiihrbar. Wir kénnen also 
nicht entscheiden, ob wir in den beiden Reaktionen es mit 
einer oder mit zwei ganzlich verschiedenen Peroxydasen zu 
tun haben. Das Verhalten gegen die Temperatureinwirkung 
scheint jedoch eher dafiir zu sprechen, daB wir es mit ein und 
derselben Substanz zu tun haben. In der Tat vernichtet ein 
Erwairmen der Gewebe auf 66° sowohl die Oxydationswirkung 
auf Ameisensiure als auf Jodwasserstoffsaure. 

Wenn wir den Peroxydasegehalt der verschiedenen Organe 
genauer betrachten, sehen wir, daB im allgemeinen diejenigen 
Gewebe, die den groBten Peroxydasegehalt besitzen, zugleich auch 
die gréBten Mengen Katalase enthalten. So sind zum Beispiel die 
Leber und die Niere, die den gréSten Reichtum an Katalase 
besitzen, zugleich diejenigen Organe, deren Peroxydasegehalt 
sehr stark ist. Man muB8 hier jedoch bemerken, da8 dieser 
Parallelismus keine absolute Giiltigkeit hat. Wenn wir die 
Leber des Kaninchens mit der Leber des Rindes oder des 
Hammels in Bezug auf ihren Peroxydasegehalt und ihren Kata- 
lasereichtum miteinander vergleichen, finden wir, daB, wahrend 
die Kaninchenleber 20 mal weniger Katalase enthalt als die 
Leber des Rindes oder des Hammels (Battelli und Stern’), ihr 
Gehalt an Peroxydase sich nicht viel von dem Peroxydase- 
gehalt der Leber dieser eben genannten Tiere unterscheidet. 
Wir weisen jetzt nur auf den Parallelismus zwischen Peroxydase- 


1) loc. cit. 
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und Katalasegehalt der verschiedenen Tiergewebe hin, ohne 
weitere Schliisse daraus ziehen zu wollen. 

Wir hatten in friiheren Arbeiten gezeigt,’) da®8 in den 
Tiergeweben und hauptsiachlich in den Muskeln sich eine in 
Wasser losliche Substanz vorfindet, die die Gewebeatmung 
aktiviert, und die selbst bei der Gewebeatmung unumginglich 
ist. Es lag also nahe, die Frage zu stellen, ob diese die Ge- 
webeatmung aktivierende Substanz mit der von uns unter- 
suchten Peroxydase nicht identisch sei. Wir kénnen diese 
Frage in negativem Sinne beantworten. Unter den verschie- 
denen Griinden geniigt es, folgenden Grund anzufiihren: Die 
Muskeln, die das an Peroxydase armste Gewebe darstellen, 
sind anderseits sehr reich an aktivierender Substanz. 

Was nun die Rolle der Peroxydase im lebenden Orga- 
nismus betrifft, ist vor allen Dingen zu entscheiden, ob die- 
selbe dazu beitragen kann, die in den hdheren Tierorganismen 
in geringer Menge sich vorfindende oder dem Organismus zu- 
gefiihrte Ameisensiure zu oxydieren. Die Antwort ist nicht 
leicht. Wir wissen einerseits, da8B die dem Organismus zu- 
gefiihrte Ameisensiure nur langsam oxydiert wird. Ein groBer 
Teil derselben erscheint im Harn, wo man einige Stunden nach 
der Injektion Ameisensaure noch konstatieren kann (Bonanni’*), 
Fleig*) usw.). Anderseits werden die hdheren organischen 
Sauren im Tierorganismus schnell verbrannt, und zwar um so 
leichter, je gréBer das Molekiil ist. Wie wir aber im Laufe 
unserer Versuche gesehen haben, oxydiert die Tierperoxydase 
in vitro mit Leichtigkeit die Ameisensiure, ohne die anderen 
gesittigten oder ungesattigten Fettsauren anzugreifen. Ander- 
seits wird die Ameisensiure, die in vitro durch die Peroxydase 
schnell zersetzt wird, im lebenden Tierorganismus nur langsam 
verbrannt. Es ist also nach dem soeben Gesagten schwer zu 


1) F. Battelli und Mlle. L. Stern: Recherches sur |’activation 
de la respiration tissulaire par les extraits musculaires. Journ. de Physiol. 
et de Pathol. générale 1907, 737. 

2) Bonanni, Sul comportamente del formiato e dell’acetato di 
calcio nell’organismo, Archivio di farmacologia sperimentale 6, 419, 
1907. 

) Fleig, L’élimination urinaire des formiates. Arch. internat. de 
pharmacodyn. et thérap. 18, 89, 1908. 
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entscheiden, ob im lebenden Tierorganismus die von uns 
studierte Peroxydase dazu beitragen kann, die Ameisensiure 
zu oxydieren, wie sie es in vitro in Gegenwart eines Peroxyds 
zustande bringt. Es ist augenscheinlich, da8 die Hauptrolle 
der Peroxydase nicht in der Oxydation der Ameisensiure be- 
steht. Doch diirfen wir nicht aufSer acht lassen, da nach 
Fleig') die Oxydation der Ameisenséure in vivo hauptsichlich 
in der Leber stattfindet, was mit unseren Versuchsergebnissen 
im Einklange steht. 

Wir enthalten uns absichtlich jeder Hypothese iiber die 
méglichen Funktionen der Peroxydase im lebenden Tierorga- 
nismus. Die bisher bekannten Tatsachen sind nicht zahlreich 
genug, um sie zur Grundlage einer Theorie der Oxydations- 
vorgange machen zu kénnen. Wir ziehen es also vor, durch 
Aufstellung neuer Hypothesen dieses ohnehin stark verwickelte 
Problem nicht noch mehr zu verwirren. 


Experimentelle Ergebnisse. 


1. Alle Gewebe hodherer Tiere kénnen die Blauung des 
Jodstarkekleisters in Gegenwart von Athylhydroperoxyd be- 
schleunigen. In Gegenwart von Wasserstofisuperoxyd ist die 
Reaktion in den meisten Fallen dank der in den Geweben ent- 
haltenen Katalase negativ. Die Katalase zersetzt sehr ener- 
gisch das Wasserstoffsuperoxyd und verhindert auf diese Weise 
seine Wirkung. 

2. In Gegenwart von Athylhydroperoxyd sind die Resul- 
tate fiir ein und dasselbe Gewebe verschiedener Individuen 
derselben Tiergattung nicht bestindig. Die individuellen Ver- 
schiedenheiten sind sehr groB. Wahrend ein bestimmtes Ge- 
webe des einen Individuums eine sehr energische Oxydations- 
wirkung gegeniiber Jodwasserstofisiure entwickelt, kann das- 
selbe der gleichen Tiergattung aber einem andern Individuum 
entstammende Gewebe vollig inaktiv sein oder sogar eine ver- 
zogernde Wirkung ausiiben. 

Die Bliuung der Jodstirke ist eine unsichere qualitative 
Reaktion und kann keineswegs zu quantitativen Bestimmungen 
des Peroxydasegehaltes der verschiedenen Tiergewebe benutzt 
werden. 





1) low cit. 
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3. Das Himoglobin beschleunigt energisch die Oxyda- 
tion des Jodwasserstoffs in Gegenwart von Athylhydroperoxyd. 

4. Durch Erwarmen auf 70° verlieren die Gewebeausziige 
die Fahigkeit, die Bliuung der Jodstairke in Gegenwart von 
Athylhydroperoxyd zu beschleunigen. — Verdiinnte Sauren 
wirken in derselben Weise auf die Gewebeausziige ein. — Unter 
denselben Bedingungen wird das Oxydationsvermégen des 
Hamoglobins stark herabgesetzt, aber nicht ganz vernichtet. 

5. Die verschiedenen Gewebe hoherer Tiere besitzen die 
Fahigkeit, in vitro in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd die 
Ameisensiure unter Entwicklung von Kohlensiéure zu oxydieren. 

Diese Eigenschaft kann ebenfalls einer in den Geweben 
enthaltenen Peroxydase zugeschrieben werden. Die Oxydation 
findet bei Abwesenheit von H,O, nicht statt. 

6. Bas Blut besitzt ebenfalls die Fahigkeit, Ameisensadure 
in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd zu oxydieren. — Dieses 
Oxydationsvermégen des Blutes ist wenigstens zum gréften 
Teil dem Blaufarbstoff — dem Hamoglobin zuzuschreiben. 

7. Die Peroxydase sowie das Hamoglobin verlieren nicht 
ihr Oxydationsvermégen gegeniiber Ameisensiure nach Fallung 
mit Alkohol. 

8. Die Oxydation der Ameisensiure durch die verschiedenen 
Tiergewebe sowie durch das Blut in Gegenwart von H,O, ist 
in saurem Medium bedeutend energischer als in neutralem oder 
alkalisch reagierendem Medium. — Der begiinstigende Einflu8 
der sauren Reaktion ist namentlich dem Umstande zu ver- 
danken, da®B in saurem Medium die Zersetzung des Wasser- 
stoffsuperoxyds durch die in den Geweben enthaltene Katalase 
verzogert wird. — In alkalisch oder neutral reagierendem 
Medium wird hingegen das Wasserstoffsuperoxyd unmittelbar 
durch die Katalase zersetzt, namentlich wenn es sich um Ge- 
webe handelt, die reich an diesem Ferment sind (Leber, 
Niere usw.). 

9. In bezug auf ihren Gehalt an Peroxydase kénnen im 
allgemeinen die verschiedenen, von uns untersuchten Tiergewebe 


in folgender absteigender Reihenfolge geordnet werden: Leber, 
Niere, Milz, Lunge, Pankreas, Lymphdriise, Rindmuskel, Gehirn, 
Hoden, Hundemuskel, Thymus, Nebenniere, Schilddriise, Kanin- 
chenmuskel. 
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Die Leber besitzt ein bedeutend stirkeres Oxydations- 
vermégen gegeniiber Ameisensdure als die anderen Gewebe. 

10. Die Oxydationswirkung des Blutes (Pseudoperoxydase) 
ist nachst der der Leber die kraftigste. 

11. Die Menge der entwickelten Koblensiure, d. h. die 
Intensitat der Oxydation der Ameisensiure nimmt mit steigen- 
der Menge des hinzugefiigten Wasserstofisuperoxyds zu. Bei 
konstanter Wasserstoffsuperoxydmenge nimmt die Kohlensaure- 
entwicklung mit steigender Menge des hinzugefiigten Ge- 
webes zu. 

12. Die Oxydationswirkung der Peroxydase in saurem 
Medium nimmt mit steigender Temperatur bis 38°—40° zu. 
Von da ab bewirkt eine weitere Steigerung der Temperatur 
vielmehr eine Verminderung der Oxydation, die bei 65° fast 
vollstandig aufhért. Das Optimum der Temperatur scheint 
somit bei 38 bis 40° C zu sein. Das Himoglobin verhalt sich 
etwas anders. In sauer reagierendem Medium ist die Oxyda- 
tion der Ameisenséiure durch Hamoglobin in Gegenwart von 
Wasserstoffsuperoxyd bei einer Temperatur von 55 bis 60° C 
bedeutend energischer als bei 38° C. 

13. Die Peroxydase der frischen Gewebe wird durch Er- 
hitzen auf 66° in neutralem Medium vernichtet. In saurem 
oder alkalischem Medium wird dieselbe bereits bei 55°C zum 
groBten Teil zerstért. Unter denselben Bedingungen wird das 
Oxydationsvermégen des Himoglobins etwas weniger angegriffen. 

14. Der Formaldehyd wird ebenfalls durch die Peroxydase 
der Tiergewebe in Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd oxy- 
diert, aber die dabei entwickelte Kohlensiuremenge ist geringer 
als bei der Oxydation von Ameisensaure. 

15. Die iibrigen der Fettreihe angehérigen organischen 
Siuren (Essig-, Butter-, Valerian-, Milch-, Olein-, Palmitin- 
und Stearinsiure sowie der Traubenzucker entwickeln keine 
Kohlenséure, wenn Tiergewebe in Gegenwart von Wasserstoff- 


superoxyd auf sie einwirken. 

16. Die Peroxydase der Leber oxydiert die Ameisensiure 
in Gegenwart von Athylhydroperoxyd ebenso energisch wie in 
Gegenwart von Wasserstoffsuperoxyd. Die Oxydation ist im 
neutralen Medium energischer als im sauer reagierenden Medium. 
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Vergleichende Untersuchungen tiber das Verhalten der 
Frauenmilch zu Saéure und Lab. 


Von 
Dr. Engel. 
(Aus der akademischen Klinik fiir Kinderheilkunde in Diisseldorf.) 
(Eingegangen am 16. Juli 1908.) 
Mit 1 Figur im Text und 1 Tafel. 


Von den vielen Unterschieden zwischen der Kuh- und 
Frauenmilch ist mit am langsten bekannt, daB die letztere 
sich nicht ohne weiteres durch Lab oder Saure zur Gerinnung 
bringen la8t. Fiir die Kinderheilkunde ist diese Frage von ein- 
schneidender Wichtigkeit, weil die schwierige Abtrennung des 
Caseins sicherlich bisher einer griindlichen Erforschung dieses 
Koérpers im Wege gestanden hat, und weil wir uns ohne ein 
rechtes Bild von den Gerinnungsvorgingen im Magen auch 
iiber ihre Bedeutung fiir die Verdauung nicht klar werden 
kénnen. Wir wissen allerdings aus den Befunden, welche man 
mit Hilfe des Magenschlauches erheben kann, daB die Frauen- 
milch im Magen schnell ausflockt, zwar nicht in einen zusammen- 
hangenden Klumpen oder wenigstens zu groben Gerinnseln wie 
die Kuhmilch, aber doch immerhin in deutlich sichtbaren 
Flocken. Dieser Unterschied kann ganz ohne Bedeutung nicht 
sein, wenn man bedenkt, wie die Milchverdauung im Magen 
ablauft. Tobler, welcher mit der Griitznerschen Versuchs- 
anordnung arbeitete, fand namlich, daB die Verarbeitung der 
Kuhmilch im Magen folgendermaBen vor sich geht: Zunichst 
gerinnt die Milch, die Molke wird abgepre8t und schnell durch 
den Pylorus entfernt. Alsdann greift das Magensekret konzen- 
trisch an dem zuriickbleibenden Kiseklumpen an und daut 
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ihn allmahlich von der Peripherie ab. Tobler selbst stellt 
sich vor, da8 auch der Abbau der Frauenmilch sich ganz ahn- 
lich vollzieht; wir werden jedoch am Schlu8 sehen, daB gerade 
die Sonderheiten der Labwirkung auf die Frauenmilch den 
RiickschluB gestatten, da{ die Verhaltnisse nicht absolut ana- 
log sind. 

Ich ging bei meinen Untersuchungen von dem Bestreben 
aus, Aufschliisse tiber die normale Magenverdauung des Siaug- 
lings zu erhalten, und glaubte gerade im Hinblick auf die Ver- 
suche Toblers mich zunachst mit den Gerinnungsvorgangen 
befassen zu miissen. Dieses ganze Thema war bis vor kurzem 
fast giinzlich unbearbeitet. Von dlteren Autoren (Biedert, 
Pfeiffer) war im wesentlichen nur die schwere Gerinnbarkeit der 
Muttermilch durch Saure konstatiert worden, nicht aber unter 
welchen Bedingungen man doch eine Ausscheidung des Caseins 
erzielen kann. Pfeiffer allerdings hatte bereits auf einen der 
wichtigsten Umstiinde aufmerksam gemacht, néimlich, da8B man 
den Zusatz von Saure tropfenweise genau dosieren miiSte, wenn 
man einen Erfolg erzielen wollte. 

Nachdem nun in der jiingeren Zeit Ludwig Meyer ein- 
mal kurz erwahnt hatte, da8 ihm durch eine geeignete Be- 
handlung der Frauenmilch mit Saure, Lab und Kialte eine 
gute Scheidung in Casein und Molke gelungen sei, haben wir 
weitere methodische Fortschritte in der neuesten Zeit durch 
die interessanten Untersuchungen von Fuld und Wohlgemut 
und von B. Bienenfeld gemacht. Den erstgenannten Autoren 
verdanken wir die Feststellung, daS Milch, welche weder mit 
Lab allein noch auch mit Lab und Saure ausfalle, sehr gut ge- 
rinnbar werde, wenn man sie der Kalte aussetzt, am _ besten 
wenn man sie dreimal 24 Stunden gefroren halte (Frigo). Der- 
artige Milch, die ich tibrigens der Kiirze wegen einfach ,,Eis- 
milch“‘ nennen will, soll nach Angabe der Autoren auf Zusatz 
geringer Saiuremengen (1 Tropfen 5°/,ige Essigsiure) leicht und 
schnell ausflocken. Prompte Wirkung erhielten sie auch durch 


kombinierte Einwirkung von "/,,-Salzsiure und Lab und durch 


Chlorcalcium und Lab, im letzteren Falle jedoch etwas schwicher. 
Sie erkliren sich die Einwirkung der Kialte, indem sie an- 
nehmen, die Frauenmilch befinde sich im allgemeinen in einem 
zur Saure- bzw. Labfiallung ungeeigneten Zustande, der durch 
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das Gefrieren in dem Sinne beeinfluBt wird, daB im kolloidalen 
Zustande des Caseins eine Veranderung im Sinne einer Korn- 
vergroBerung eintrete. Der zwingende Beweis hierfiir steht 
noch aus. Der Fortschritt, welchen wir B. Bienenfeld ver- 
danken, beruht darin, da®B sie wiederum auf den Befund 
Pfeiffers hingewiesen hat, die Saure miiBte bei Fallung der 
Frauenmilch sehr genau dosiert werden. Sie fand, daB die 
Milch, besonders wenn man sie verdiinnt, bei einer gewissen 
optimalen Ansiuerung ausflocke, und zwar (sie benutzte Milch- 
siiure) bei einer Aciditét von 2,2 bis 2,4 "/,,-Milchsdéure auf 
10cem Milch. Bienenfeld machte Versuche mit Saure allein 
und auch in Verbindung mit Lab und fand, da8 sie, wenn sie 
den Stickstoffgehalt des Filtrates in beiden Fallen untersuchte, 
annihernd gleiche Prozentzahlen des Gesamtstickstoffs erhielt 
Hieraus folgerte sie, daB der Zusatz von Lab im ganzen be- 
deutungslos sei, daB es sich auch bei gemeinsamer Saure- und 


Labwirkung im Prinzip nur um eine Saurefillung handle. 
Andernfalls hatte man namlich, da in der Kuhmilch bei der 
Labung eine Albumose abgespalten werde, gema8 einem Ana- 


logieschluB auch in der Frauenmilchmolke nach der Labung 
einen héheren prozentualen Stickstoffgehalt finden miissen, wie 
nach der Sauerung allein. Der Endschlu8 der Bienenfeld- 
schen Arbeit geht demgemaB dahin, daB die Frauenmilch im 
Grunde genommen immer nur durch Saure in Casein- Fett 
und Molke zerlegt werde; ein Endschlu8, der sich iibrigens 
nicht ganz leicht aus dem Aufsatz ableiten la8t, weil dauernd 
Labung und Gerinnung synonym gebraucht werden. 

Die fiir die Physiologie der Milchverdauung nicht un- 
erhebliche Folgerung Bienenfelds ist schon von Fuld und 
Wohlgemut bekimpft worden, welche mit Recht die fiir 
die Frauenmilch gar nicht sichergestellte Albumosenabspaltung 
mit der konsekutiven Verschiebung der N-Verteilung als ein 
allzu unsicheres Kriterium der Fallungsvorgiinge betrachten. 
Ebenso mit Recht weisen sie aber gleich darauf hin, daB 
die eigenen Versuche Bienenfelds zum Teil fiir eine Lab- 
wirkung sprechen, da in einigen Fallen die Ausflockung 
der angesauerten Milch erst nach Labzusatz eintrat. AuSer- 
dem fiihren sie fiir die Méglichkeit einer Labung der Frauen- 
milch die Tatsache ins Feld, daB es ihnen selbst gelang, in 
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Eismilch eine Gerinnung ausschlieBlich durch Zusatz von Lab und 
Chlorealecium zu erzeugen. Auf die Kritik all dieser Tatsachen 
gehe ich erst im 2. Teil dieses Artikels ein (s. S. 103). Auf Grund 
der vorliegenden Erfahrung spitzt sich die Fragenstellung hin- 
sichtlich der Gerinnbarkeit der Muttermilch auf folgende 
Punkte zu: 

1. Tritt in genuiner Milch Ausflockung durch die Wirkung 
von Saéure oder Lab ein und eventuell unter welchen quanti- 
tativen Bedingungen? 

2. Besteht ein Unterschied zwischen der Reaktion, welche 
durch Saure allein und derjenigen, welche durch kombinierte 
Wirkung von Saure und Lab erzielt wird? 

3. LaBt sich tatsichlich die Gerinnbarkeit der genuinen 


Frauenmilch durch irgendwelche Mittel erhdhen und wie ver- 
halt es sich insbesondere mit der Kaltewirkung? 

Ich will zunachst hier nur auf die ersten beiden Punkte 
eingehen, weil ja sie vor allem dem Kliniker wichtig fiir die 


Fragen der Verdauungsphysiologie sind, und weil wir wissen, 
daB im Magen des Sauglings Séure und Lab sicherlich zu- 
sammen vorkommen. Erst kiirzlich konnte ich an _ reinem, 
reflektorisch sezerniertem Magensaft zeigen, daB beide sogar 
reichlich produziert werden. (S. Literaturverzeichn. Nr. 3.) 

In der ersten Frage herrscht hinsichtlich des Lab Ein- 
stimmigkeit. Das Ferment allein hat gar keine Wirkung; be- 
ziiglich der Séuerung ist das Wesentliche im Prinzip schon von 
Pfeiffer erledigt und von Bienenfeld neu bestatigt und 
naiher prazisiert worden. Es laBt sich in der Tat in genuiner 
Frauenmilch eine Ausfallung durch Saure allein erzielen, wenn 
man nur ein geeignetes Ma8 hiervon nimmt. Diese so friih 
bekannte Tatsache ist spiter mehr oder minder auch bei denen 
unbeachtet geblieben, welche sich bemiihten, reines Casein zum 
Zwecke der Analyse zu gewinnen, und ich glaube, daB sie 
diesem Versiumnis in erster Linie ihre entmutigenden Mib- 
erfolge zu verdanken haben. Es ist daher unleugbar ein groBes 
Verdienst von Bienenfeld, auf das Siureoptimum der Frauen- 
milchfallung wieder hingewiesen zu haben. 

Freilich geniigt es nicht, wenn man eine optimale Fallung 
erzielen will, nur das Bestma8 an Saure zu finden, sondern 
man muB8 auch noch eine Anzahl anderer auf die Fallung ein- 
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wirkender Faktoren beriicksichtigen, welche von solchem Ein- 
flu8 sein kénnen, daB bei ihrer Vernachlassigung scheinbar eine 
wesentliche Gerinnung nicht eintritt, auf welche Aciditaét auch 
immer man die Milch bringen mag. Auf all dies will ich 
jedoch heute nicht eingehen und sie gewissermassen als bekannt 
voraussetzen, indem ich mir vorbehalte, in einem spateren Artikel 
naher darauf zuriickzukommen. Die Fallbarkeit der genuinen 
Frauenmilch ist, um es kurz zu sagen, auBer von dem Mabe 
der zugesetzten Siure abhaingig von 

1. dem Grade der Verdiinnung, 

2. dem Fettgehalt, 

3. bei der Labfallung von der Anwesenheit ausreichender 
Kalkmengen. 

Zu 1 will ich noch folgendes bemerken: Es ist ja all- 
gemein iiblich, Milch, die Kuhmilch vor der Saureausfallung 
des Caseins zu verdiinnen. Auch bei der Frauenmilch ist es 
sehr vorteilhaft, von diesem Hilfsmittel Gebrauch zu machen, 
und zwar empfiehlt sich, wie es auch Bienenfeld angibt, eine 
4 bis 5fache Verdiinnung. 

Beziiglich des Fettgehaltes, d. h. seines Einflusses auf die 
Ausflockung der Frauenmilch, ist bisher gar nichts bekannt ge- 
wesen. Man kann sich jedoch leicht davon itiberzeugen, dab 
mit dem Fettgehalt auch die Leichtigkeit und Vollstandigkeit der 
Caseinabtrennung, ceteris paribus natiirlich, sich andert. Wirk- 
lich gut entfettete Frauenmilch ist auSerordentlich 
schwer im Sinne der Caseinabscheidung zu beeinflussen. 
Auch in der Nichtachtung dieser Tatsache liegt ein Teil der MiS- 
erfolge begriindet, den friihere Autoren fast immer hatten bei dem 
Bemiihen, Casein rein darzustellen. Sie gingen namlich meist, 
um das lastige Entfetten des Filterriickstandes zu vermeiden, 
von Magermilch aus und stieBen demgema8 auf noch mehr 
Schwierigkeiten bei der Fallung, wie sie ohnehin schon in der 
Natur der Frauenmilch begriindet liegen. 

Auf die Bedeutung des Kalkes komme ich im letzten Teile 
dieser Abhandlung zu sprechen. 


Methodik. 


Die Methodik meiner Untersuchung muBte, da absolute 
Werte nach der Natur der Sache nur schwer zu erreichen sind, 
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dahin zielen, Vergleichswerte zu finden. Zu diesem Behufe 
habe ich mich mit groBem Nutzen einer Reihenanordnung be- 
dient, wie sie ahnlich besonders bei serologischen Arbeiten 
iiblich ist und wie sie auch gerade fiir Versuche mit Lab- 
ferment schon éfter verwendet worden ist (s. Taf. 1). Ich bin 
im allgemeinen so vorgegangen, daB ich eine Reihe von Reagens- 
glasern mit der gleichen Menge Milch beschickte, die ent- 
sprechenden Reagenzien zusetzte und dann alle Réhrchen auf 
das gleiche Volumen auffiillte. Ich médchte gleich bemerken, 
da8 ich der Sparsamkeit halber, von wenigen Versuchen ab- 
gesehen, ausschlieBlich mit 1 ccm Milch mich begniigt habe und 
das Gesamtvolumen immer auf 5 ccm gebracht habe. Ich habe 
an dieser Anordnung ganz starr festgehalten, um wenigstens 
einen gewissen Vergleich der Versuche untereinander zu er- 
moéglichen. Mangelhaft mute er immer bleiben, weil, wie sich 
gleich zeigen wird, die Beurteilung des Erfolges sich zahlen- 
maBig nicht recht fassen laBt. Die ganze Anordnung eines 
derartigen Versuches, z. B. mit abgestuften Siuremengen in einer 
Reihe nebeneinander anstatt in einzelnen Versuchen hinterein- 
ander, hat trotzdem so groBe Vorziige, daB es kaum notwendig ist, 
ausdriicklich darauf hinzuweisen. Man kann mit einem Blick 
alles tibersehen, die Starke der Reaktion in den dicht neben- 
einanderstehenden Réhrchen vergleichsweise abschitzen und so 
die Grenzen und den Héhepunkt der Wirkung leicht bestimmen 
(s. Taf. 1). Einen Nachteil muBte ich allerdings bei meinem 
Vorgehen in den Kauf nehmen. Da ich mich sehr grofer 
Reagensglasgestelle bediente (fiir 24 Eprouvetten), so mute 
ich davon Abstand nehmen, sie in ein Wasserbad zu bringen, 
sondern ich muBte sie zum Zwecke der Erwarmung in einen 
groBen auf 40° angeheizten Thermostaten iiberfiihren. Einen 
Fehler habe ich damit kaum gemacht, da mir ja immer nur 
an Vergleichswerten gelegen war und ich z. B. exakte Zeit- 
messung wie bei Labversuchen mit Kuhmilch gar nicht machen 
wollte. Fiir meine Zwecke war es nur wichtig, daB das ganze 
Gestell gleichzeitig in den Heizraum kam. 


Beurteilung der Fiallungsreaktion. 


Fiir die Beurteilung des Reaktionserfolges ist die Darlegung 
einiger allgemeiner Eigentiimlichkeiten der Frauenmilchfallung 
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notig, wenn ich mich im nachfolgenden Teile verstindlich 
machen soll. Die Frauenmilch erstarrt ja unter keinen Umstanden 
zu einem auch nur annahernd so festen Gerinnsel, wie man es 
in der Kuhmilch leicht erzeugen kann; es entstehen immer 
mehr oder minder groBe Flocken, welche sich dann von dem 
riickbleibenden Plasma absetzen, gelegentlich auch ein mehr 
gleichartiges, leicht verteilbares Gerinnsel. Es hat sich nun im 
Laufe der Untersuchung gezeigt, daB die Flockenbildung nach 
zwei Gesichtspunkten betrachtet werden mu8, nimlich nach der 
Schnelligkeit, mit der sie auftritt, und nach der GréBe der 
Flocken, welche sich bilden. Im allgemeinen ist es nun so, 
da Schnelligkeit und Energie der Flockenbildung im hohen 
MaBe zusammenfallen. Treten die ersten Gerinnsel (immer im 
durchfallenden Lichte betrachtet) friihzeitig auf, so kann man 
auch rechnen, da8 sie schnell zu groBeren Komplexen zusammen- 
flieBen werden. Die Bewertung dieser Erscheinung liegt nicht 
ganz klar auf der Hand. Es ware nimlich verfehlt, anzunehmen, 
da8 mit schneller und energischer Flockenbildung auch eine 
hohe Vollstandigkeit des Endresultates Hand in Hand gehen 
miiBte. Das ist ganz und gar nicht der Fall. Im Gegenteil, 
eine langsamere und feinere Ausfiallung zeitigt oft- 
mals ein besseres Ergebnis insofern, als das Plasma 
nach der Sedimentierung klarer wird, wie in solchen 
Fallen, wo es schnell zur Bildung gréberer Gerinnsel 
kommt. 

Es ist daher zweckmaBig, im Verfolge der Reaktionserschei- 
nung zwei Stadien zu unterscheiden : 

1. ein Friihstadium, welches ungefahr die ersten 15 Minuten 
umfaBt, und in dem man die Roéhrchen notieren muB, in denen 
zuerst und in welcher Art Fléckchen auftreten, 

2. ein Spatstadium, friihestens nach Ablauf der ersten 
Stunde, innerhalb deren sich die Trennung von Gerinnsel und 
Plasma vollzogen hat, in dem man den Endeffekt der Reaktion 
aus der Hoéhe der Caseinsiule und der gleichsinnigen Triibung 
des Plasma erkennen kann. 

Innerhalb des Friihstadiums kann man Abstufungen derart 


festlegen, da8 man die FlockengréBe') in Rechnung zieht. In 


1) Mikroskopisch sichtbare oder staubférmige, im durchfallenden 
Licht nicht erkennbare Gerinnsel wurden nicht notiert. 
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den Tabellen werden diese Unterschiede durch eine steigende 
Zahl von Kreuzen zum Ausdruck gebracht, um einen leichten 
Uberblick zu verschaffen, und zwar sind sie im allgemeinen so 
zu verstehen, da8 
bedeutet: feinflockig, 

+--+ - mittelflockig, 

+- -|- -}- : grobflockig, 
-+--;--»* -+- und mehr a noch starkere Grade des grob- 

flockigen. 


Ich verkenne natiirlich nicht, da8 diese Bezeichnungen 
sehr subjektiv und im allgemeinen nur innerhalb jeder einzelnen 
Reihe vergleichbar sind. 

Etwas objektiver zu beurteilen ist das Endresultat, wo ja 
die Siule des Gerinnsels und die Dichtigkeit der Plasmatriibung 
eher einer Messung zugingig sind. Die verschiedenen Grade 
sind hier durch senkrechte Striche in den Tabellen gekennzeichnet, 
so daB der gréBten Zahl von Strichen die starkste Wirkung (das 
klarste Plasma) entspricht. Die gréBere Objektivitat dieser Be- 
urteilung ist um so bedeutungsvoller, weil ja doch schlieBlich das 
Endresultat am wichtigsten ist. Wo es daher nicht gerade auf 
Schnelligkeitsunterschiede in der Fiallung besonders ankommt, 
werde ich mich im allgemeinen mit der Darstellung des end- 
giiltigen Ergebnisses zufrieden geben. 

Beziiglich der morphologischen Vorgange bei der Frauen- 
milchfallung sei noch darauf hingewiesen, daB die Flocken 
durch ihren starken Fettgehalt nach oben gerissen werden, so 
daB sich nicht ein Sediment bildet, sondern ein Deckengerinnsel, 
wie ich es kurz nennen will. Nur wenn man es mit Mager- 
milch zu tun hat, sinken die Flocken gréBtenteils zu Boden. 


Siurewirkung. 


Wir wollen zuniachst den einfachsten Fall betrachten, 
namlich, da bei irgendeiner Milch von bestimmtem Fettgehalt 
und bestimmter Aciditaét, etwa der gewohnlichen von 4 bis 5, 
das Optimum der Saurewirkung festgestellt werden soll. Es 
werden eine Reihe von Réhrchen mit je 1 ccm Milch beschickt, 
steigende Mengen °/,,-Salzsaure zugefiigt, mit destilliertem Wasser 
. aufgefiillt und das Gestell in den Brutofen gebracht. Das 
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Resultat, das in einem solchen Falle erhalten wird, ist in der 





Tabelle I dargestellt. 
Tabelle I. 
Versuch C vom 12. 6. 08. 
Titration gegen steigende Salzsiaure. 
; Fettgehalt 5,7. 
Milch J ' 
lich \ Aciditat 4,0. 
Ohio" 5 15’ 1 Std Be 
a 5 5 Std. *merkungen 
0,0 = 
0,1 sn ai 
0,2 ad |. 
0,3 j Plasma fast 
0.4 \_ wasserhell 
0,5 _ _ — 
Dieses Versuchsergebnis ist durchaus typisch (s. a. Taf. 1, 
ob. Reihe): 


Schon nach 5 Minuten erhalt man in dem Rohrchen, 
in dem sich 0,2 "/,,-Salzsiure befinden, eine mittel- 
flockige, im nachsten eine feinflockige Gerinnung. 

Nach 15 Minuten ist sie im ersten Rohrchen immer 
noch mittelflockig, wahrend sich im darauffolgenden 
schon eine starke Sedimentierung vollzogen hat. 

Nach einer Stunde ist das Ergebnis im ganzen 
gleich geblieben, die beiden genannten Réhrchen haben 
sich sedimentiert, auch im 4. Réhrchen ist noch ein 
schwaches Deckengerinnsel aufgetreten, alle anderen 
sind freigeblieben. Im Réhrchen 4 ist Decken- 
gerinnsel und Plasmahelligkeit, so wie es die Zahl 
der Striche darstellt, ganz unverhaltnismaBig viel 
stirker wie in anderen Réhrchen. 


Man muB8 das Urteil in diesem Falle also dahin zusammen- 
fassen, daB die optimale Saurewirkung bei einer Aciditat von 


2 eo | = 
3cem "/,5 


Siure auf 10 ccm Milch eingetreten ist und daB die 


Fillungserscheinung in allen anderen Roéhrchen neben der Starke 


in diesem 


gar nicht zur Geltung kommt. 


Dieser Befund, welcher, wie schon gesagt, durchaus typisch 


Biochemisc 


he Zeitschrift Band 13. 7 
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ist und sich immer und immer wiederholt, kann gar nicht genug 
hervorgehoben werden. Er demonstriert uns die Abhangig- 
keit der Frauenmilchgerinnung von einem sc eng be- 
grenztenSiureoptimum, daB wirnichterstaunenkonnen, 
wennimmer wieder von neuem MiBerfolgeerzielt wurden 
beim Bestreben, Frauenmilch zur Saéuregerinnung zu 
bringen. Wenn man nicht, wie es hier geschehen ist, dazu 
iibergeht, die bendtigte Aciditat gewissermaBen auszutitrieren, 
so ist man natiirlich ganz dem Zufall anheimgegeben, ob man 
gelegentlich einen Erfolg erzielt oder nicht. Wenn man immer 
wieder von neuem gleichgeartete Versuche anstellt, so kommt 
man schlieBlich zur Erkenntnis, daS das Optimum der Saure- 
wirkung fiir die Salzsiure wenigstens, so wie es auch Bienen- 
feld fiir die Milchsiure angegeben hat, zwischen 2 und 3 ccm 
n/.Saure fiir 10cem Milch liegt. 

Will man noch eindringlicher die feine Abstimmung der 
Frauenmilchgerinnung von einem BestmaB an Saure sich vor 
Augen fiihren, so mu8 man mit noch starker verdiinnten Sauren 
arbeiten, etwa wie es in dem in Tabelle 2 dargestellten Falle 


Tabelle II. (S.a. Taf. 1 Fig. 2.) 


Versuch g vom 30. 6. 08. 
Titration gegen steigende 4/,,-Salzsaure. 
., f Fettgehalt 5,3. 

Milch \ Aciditat 3,0. 





QD « 
- 10’ 1 Std. Bemerkungen 
Salzsaure 


0,0 
0,2 
0,4 
0,6 
0,8 
1,0 tk + Plasma leicht triib 
1,2 
14 
1,6 
1,8 
2,0 


geschehen ist mit */,,-Saéure. Da sieht man, da8 zwischen dem 
einen Réhrchen, welches noch gar keine Veranderung zeigt, und 
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dem niachstfolgenden, wo die Fillung ein beinahe wasser- 
klares Plasma erzielt (s. a. Taf. 1, Fig. 2), ein Unterschied von 
nur 0,2ccm der °/,,-Saéure vorhanden ist, was also 0,04 ccm 
einer ® ,,-Siure entspricht, eine Menge, welche man, in der 
letzteren Konzentration wenigstens, mit den iiblichen Auslauf- 
pipetten kaum mehr messen kann. DaB8 in diesem Falle eine 
gréBere Zahl von nachfolgenden Rohrchen eine wenn auch nur 
geringe Ausflockung zeigt, kann beim Vergleiche mit der Tabelle 1, 
wo es sich um "/,,-Saéure handelt, nicht wundernehmen, da ja 
ein Réhrchen der Tabelle 1 2*/, Rohrchen der Tabelle 5 ent- 
spricht, wenn man die graduelle Anreicherung an Saéure zum 
MaBstab nimmt. 

Es entsteht nun die weitere Frage, ob etwaige Einfliisse 
das Saéureoptimum nach oben oder unten verschieben kénnen. 

Hier mu8 vorweg genommen werden, da8, wenn man mit einer 
bestimmten Saure arbeitet, es im allgemeinen gleichgiiltig ist, 
ob man es mit einer gut oder schlecht gerinnenden Frauen- 
milch zu tun hat, ob man z. B. ein ganz frisches Sekret oder ob 
man Eismilch benutzt. 

Es ergeben sich dann wohl Unterschiede hinsichtlich der 
Schnelligkeit und der Vollstandigkeit der Ausflockung, auch 
nehmen vielleicht einige Réhrchen mehr am ProzeB teil, nie- 
mals aber verschiebt sich das Optimum irgendwie wesentlich, 
weder nach oben noch nach unten; auch an der Tatsache 
andert sich nichts, da8 die wirklich optimale Wirkung 
auf eineganz bestimmte Aciditat streng begrenzt bleibt. 

Nun kénnte man noch weiter fragen, ob sich die geschilder- 
ten Verhaltnisse nicht etwa allein auf die Salzsiure beziehen 
oder héchstens noch auf die Milchsiéure, mit der Bienenfeld 
ihre Versuche angestellt hatte. Tatsiachlich macht es im all- 
gemeinen kaum etwas aus, welche Saiure man benutzt. Ich 
habe auBer der Salzsaure noch die Milch-, Oxal- und Schwefel- 
siure geprift, also Vertreter der organischen und der an- 
organischen Saéuren, und habe im wesentlichen immer das 
gleiche gefunden, naimlich: da8 das Optimum der Saure- 
wirkung allein immer wieder zwischen 2 und 3ccm 


n/ > Saiure auf 10ccm Milch liegt. 
Ich verzichte darauf, die immer gleichlautenden Protokolle 


hier aufzufiihren. 
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Eine bemerkenswerte Ausnahme von allen gepriiften Rea- 
gentien bilden nur die Phosphor- und die Essigséure. Diesen 
beiden ist gemeinsam, da8 ihr Wirkungsoptimum langst nicht 
so scharf umgrenzt ist wie bei den obengenannten Saduren, da8 
ein giinstigstes Aciditaétsverhaltnis zwar auch hier besteht, daB 
aber auch diesseits und jenseits davon noch eine gute Fallung 
erzielt werden kann. Charakteristisch ist auch noch fiir die 
beiden Saéuren, da8 man fiir die beste Fallung im ganzen gréBere 
Mengen gebraucht wie bei der erstgenannten Gruppe, die ich 
nach ihrem physiologisch wichtigsten Vertreter die ,,Salzsaure- 
gruppe“ nennen will. In den Details differieren beide Sauren 
noch so weit, daB eine getrennte Besprechung angemessen er- 
scheint. 

Phosphorsiure. 


Die Tabelle III zeigt, daB die beste Wirkung diesmal erst 
bei einer Aciditét von etwa 5 ccm %/,,-Séure auftritt, daB 


Tabelle III. 


Versuch 47 vom 10. 6. 08. 
Titration gegen steigende 4/,,-Phosphorsiure. 
+1, { Fettgehalt 5,0. 

Milch | Aciditat 6.0. 











n/ 10" ’ , 
| Ss 4 
Phosphors. | 5 10 1 Std Bemerkungen 





0,0 - ~ ns 
01 | ~ - ope 
0,2 + | v 

03 | +4+4+] 44 

05 | + +++ + Plasma wasserhell 
0,7 | _ 

09 | — : 

1,1 | — _ 

1,3 _ - 


aber auch noch vor und nachher eine nicht scharf abstechende 
Wirkung zu beobachten ist. In Versuch 47, wo es sich um eine 
im ganzen leicht gerinnende Milch handelte, trat eine wenn 
auch schwiachere Flockung besonders noch in den Réhrchen 
hdherer Konzentration ein. Ganz frei blieb nur das ungesiuerte 
Kontrollréhrchen und das darauffolgende mit 0,1 Phosphorsaure. 
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Essigsiure, 

Die Essigsdiure verhalt sich nun ganz abnorm. Hier ist 
die Unabhangigkeit der Fallung von einem ganz engbegrenzten 
Optimum noch offenkundiger wie bei der Phosphorséure. Ge- 
meinsam mit dieser hat sie, da8 die Wirkung iiberhaupt erst 
bei relativ hohen Aciditaitswerten eintritt, bei Werten, wo bei 
den Saéuren der HCl-Gruppe im allgemeinen das Optimum 
schon erreicht oder iiberschritten ist. Die Intensitét der 


Tabelle IV. (S.a. Taf. 1, Fig. 3.) 
Versuch | vom 30. 6. 08. 
Titration gegen steigende 1/,,-Essigsaure. 
: ( Fettgehalt 5,3. 
Milch \ Aciditit 3,0. 





Resin 5 10’ 1 Std. Bemerkungen 
sigs. 


0,0 
0,1 
0,2 
0,3 

0,4 

0,5 4 » 
0.6 a 
0,8 ke ol \ 
1,0 J ape 

1,2 i — 
1,4 

1,6 — — 


Reaktion steigt ganz schnell an, erreicht aber ein wirklich genau 
abgrenzbares Optimum iiberhaupt nicht. Bei einer Aciditat von 
5 bis 12 auf 10 ccm Milch pflegt ein breites Plateau optimaler 
Ausflockung erreicht zu werden. Hier mu8 man auch wieder, 
wie Tabelle IV lehrt, die Friih- und Spatperiode der Gerinnung 
beachten, weil auch hier wieder der starkste Endeffekt nicht 
denjenigen Réhrchen zukommt, in denen die Flocken am 
schnellsten sichtbar wurden. Jenseits des optimalen Plateaus 
klingt dann die Saiurewirkung langsam ab, gibt aber noch bei 
etwa 16 ccm auf 10 ccm Milch eine wenn auch geringere Fallung. 

Fasse ich nun noch einmal zusammen, so muB8 ich die 
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Einwirkung von Saure allein auf 5fach verdiinnte Frauenmilch 
folgendermaBen charakterisieren: 

Eine Gruppe von Séuren, die ich nach ihrem 
physiologisch wichtigsten Vertreter kurz die Salz- 
siuregruppe nenne, fallt das Casein der Frauenmilch 
(je nach dem Grunde der Gerinnungsfahigkeit der 
betr. Milchsorte) mehr oder minder vollkommen bei 
einem auSerordentlich engumgrenzten Acidititsopti- 
mum, das etwa bei 2 bis 3ccm %/,,-Saéure fiir 10ccm 
Milch liegt. Dieses BestmaS ist so scharf umgrenzt, 
da8 bei Proben von 1 ccm Frauenmilch der Aciditits- 
unterschied zwischen negativer und bester Reaktion 
nicht mehr wie 0,2 einer °/,,- oder 0,04 einer ®/,,-Saure 
betragt. Bisetwa zum doppelten Grade der otpimalen 
Aciditat folgt dann noch eine immer mehr und mehr 
abnehmende Wirkung, die aber im Vergleich zur op- 
timalen als minimal bezeichnet werden mu8. Kurz 
gesagt heiBt das, daB die Fallbarkeit der Frauenmilch 
bei den Vertretern der Salzsiuregruppe aufs aller- 
engste an ein Optimum gebunden ist. Beachtet man 
diesen Umstand nicht, so erhaélt man gar kein oder 
doch nur ein sehr geringes Resultat. Ich betone vor 
allen Dingen das Monopol der optimalen Saéurewirkung, weil 
ein Optimum sich ja auch schlieBlich so bilden kann, daB es 
den héchsten Punkt einer ansteigenden und dann wieder ab- 
fallenden Linie bildet. So ist es aber bei der HCl-Gruppe 
nicht. Weder vor noch nach dem beiden Aciditatsgrad tritt 
irgendwelche nennenswerte Fallung auf. Man kann also nicht 
erwarten, eine nur weniger schwachere Reaktion zu 
erhalten, wenn man etwas von jenem Optimum ab- 
weicht, sondern es tritt dann tiberhaupt nichts ein. 

Demgegeniiber zeichnen sich die Phosphor- und 
Essigséure') dadurch aus, daB ihre Wirkung und be- 
sonders die von der letztgenannten langst nicht so 


1) Gelegentlich einer Unterredung in Berlin wurde ich von Herrn 
Dr. Fuld darauf aufmerksam gemacht, da8 die Verschiedenheit der 
Wirksamkeit der einzelnen Saéuren zu ihrer Starke in Beziehung stehen 
kénnte. Diese sehr wahrscheinliche Annahme bedarf noch des ein- 
, gehenden Beweises. 
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eng an einen bestimmten Sauregrad gebunden ist, 
und da8 man im allgemeinen sehr viel héhere Kon- 
zentrationen notwendig hat, wenn man Fallung er- 
zielen will. ZweckmaBig wird man sich daher zur Caseindar- 
stellung der Essigsiurefaillung bedienen, weil alsdann die Do- 
sierung gar so genau nicht zu sein braucht.') 


Kombinierte Siure- und Labwirkung. 


Wir kommen nun zu der zweiten uns bier beschaftigenden 
Frage, die von erheblich gréBerem physiologischem Interesse ist. 
Ob namlich ein Unterschied zwischen der isolierten Saure- 
und der kombinierten Saurelabwirkung vorhanden ist. Ich 
hatte schon oben erwahnt, da®B eine derartige Differenz von 
Bienenfeld geleugnet wird und da8 ihr gegeniiber Fuld und 
Wohlgemut betonen, dab entsprechend vorbehandelte Frauen- 
mileh sich laben lasse. Im selben Sinne haben sich neuerdings 
auch Kreidl und Neumann ausgesprochen, die mit Hilfe des 
Ultramikroskopes die Milchgerinnung direkt mit dem Auge be- 
trachtet haben. 

Geht man auf die Frage ein, so zeigt sich bald, daB sie 
so einfach nicht abzutun ist, daB man sie von den verschieden- 
sten Seiten angehen muB, um Klarheit zu erreichen. Ein 
gangbarer Weg wire zunichst, festzustellen, ob nicht auch in 
der Frauenmilch bei der Fallung durch Lab ein andersartiges 
Produkt entstinde wie bei der Ausflockung mit Saure allein. 
Diesen Weg versuchte Bienenfeld zu geben, indem sie die 
N-Verteilung in Molke und Gerinnsel als Kriterium beniitzte. 
Sinfacher und eindeutiger scheint die Beantwortung der Frage 
méglich zu sein, ob nicht ebenso wie bei der Kuhmilch die 
Labwirkung im Gegensatz zu der der Siure allein eine kalkhaltige 
Caseinverbindung, das Paracasein, hervorbringt. Bis zu einem 
gewissen Grade kann man die Richtigkeit dieser Annahme 
schon aus dem von Fuld und Wohlgemut erhobenen Befunde 
schliessen, da ihre leicht gerinnende und gelabte Eismilch 
durch Zusatz von Chlorcalcium zum Ausflocken gebracht wurde. 
Diese Angabe gestattet aber keinen Vergleich mit der Wirkung, 
welche etwa an derselben Milch beim Zusatz von Saure allein 


1) Eine hierauf gegriindete auBerst einfache Methode der Casein- 
darstellung aus nativer Frauenmileh wird demnachst veréffentlicht. 
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eingetreten ware. Mir kam es aber vor allen Dingen darauf 
an zu sehen, was bei der Verwendung eines physiologischen 
Labgemisches entstiinde. Es hat sich nun gezeigt, daB die 
sofort noch niaher zu besprechenden Vorziige der Saurelab- 
wirkung nur dann eintreten, wenn hinreichende Mengen von 
Kalk vorhanden sind. Die Frauenmilch allein enthalt an- 
scheinend nicht genug davon, aber jeder auch noch so mini- 
male Zusatz ruft die volle Uberlegenheit der gemeinsamen 
Saurelabwirkung hervor. Wenn man z. B. Reihen anstellt, 
die mit gleichen Mengen steigender Siure versetzt werden, wo 
aber in dem einen Falle noch einige Tropfen einer Lablésung zu- 
gefiigt werden, im entsprechenden aber nicht, so erzielt man 
eine nur ganz geringe Uberlegenheit der Labwirkung, wenn man 
die Milchverdiinnug mit destilliertem Wasser vornimmt. Ganz 
energisch wird sie aber sofort, wenn man nur zum selben 
Zwecke Leitungswasser beniitzt. Noch exakter kann man 
natiirlich den EinfluB des Kalkes gerade auf die Siure- 
labwirkung demonstrieren, wenn man einige Tropfen einer Kalk- 
salzlésung zufiigt. Es ist wohl unnétig zu betonen, da8 um- 
gekehrt bei Séurewirkung allein der Zusatz von Kalk, wenn 
auch nur in der Form der Verdiinnung mit Leitungswasser, 
eher hemmend wie férdernd wirkt. 

Ist es nun gestattet aus dieser Verschiedenheit des Ein- 
flusses, welchen der Kalk auf die Saure- bzw. Saurelabfallung 
ausiibt, den Schlu8 zu ziehen, da8 in Analogie mit der Kuh- 
milch in einem Falle Casein, in dem anderen Falle Para- 
casein gebildet wird, so wire damit auch schon gesagt, daB die 
Einwirkungen im beiderlei Sinne als prinzipiell verschiedener 
Natur zu deuten sind, daB also schon die Natur der End- 
produkte es nicht gestatten wiirde, die Saéurelabwirkung als 


Saureeffekt aufzufassen, ganz abgesehen von den bald zu be- 


sprechenden weiteren Unterschieden, welche obwalten.  Fiir 
diejenigen, welche Casein zu analytischen Zwecken darstellen 
wollen, resultiert daraus jedoch jetzt schon die Mahnung, 
sich gegenwartig zu halten, daS sie Lab nicht verwenden 
diirfen, falls sie Casein im engeren Sinne des Wortes gewinnen 
wollen. 

Studiert man nun den Mechanismus der Saure- bzw. 
Saéurelabwirkung etwas eingehender, so kommt man zu Resul- 
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taten, welche fiir die Verdauungsphysiologie des Siuglings nicht 
ohne Interesse sind. 

Die Methodik der Untersuchung ist am besten auch hier 
wieder so, daB man ahnliche Reihen anstellt wie bei der Er- 
forschung des Siureeinflusses allein, daB man in genau ent- 
sprechenden Parallelreihen gleichzeitig Lab zusetzt bzw. fort- 
1aBt. Auf diese Weise kann man am besten erkennen, ob der 
Gang der Saurefaillung durch das Lab beeinflu8t wird. Nur 
hierum kann es sich bei dem Einflu8 des Fermentes ja han- 
deln, nachdem festgestellt wurde, daB Lab ohne Saure wirkungs- 
los bleibt. In manchen Fillen ist es auch angemessen, in einer 
Reihe immer zwei gleiche Réhrchen nebeneinander zu stellen, 
von denen das eine dem anderen gegeniiber nur durch den 
Labzusatz ausgezeichnet ist. Unter allen Umstanden sieht man, 
wie man die Anordnung auch trifft, ganz grobe und abweichende 
Erscheinungen in den Labréhrchen') auftreten, falls man ihnen 
notabene den noétigen Kalk durch Verdiinnung mit Leitungs- 
wasser zugefiihrt hat. Das erzielte Resultat laBt sich ganz 
kurz dahin charakterisieren, daB in den Labréhrchen 


1. die Fallung meist schneller vor sich geht, 
2. die Flockung in einer gréBeren Zahl von Roéhrchen 
auftritt. 


Keineswegs soll mit dieser Feststellung jedoch gesagt sein, 
da8 man die Saurelabfallung als die bessere, die kraftigere be- 
trachten muB. Wenn es iiberhaupt gestattet ist, derartige Ur- 
teile zu fallen, so ist es in diesem Falle dadurch erschwert, 


da8 Schnelligkeit und gréBerer Umfang der Fallungserscheinun- 


gen bis zu einem gewissen Grade wieder dadurch ausgeglichen 
werden, daB der Endeffekt in den schnell fallenden Réhrchen 
in der Regel kleiner ist als in den entsprechenden mit lang- 
samer Reaktion. Auf dieses Wechselverhaltnis, welches bei 
allen Gerinnungsvorgingen der Milch zutage tritt, habe ich ja 
bereits mehrfach hingewiesen. 

Was den ersten Punkt, die Schnelligkeit der Gerinnung, 
betrifft, so sind die entsprechenden Unterlagen aus den Protokollen 
in Gestalt eines typischen Beispieles in Tabelle 5 niedergelegt. 


1) Proben mit gekochter Lablésung wiesen darauf hin, daB das 
Ferment wirklich das wirksame Agens war. 
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Tabelle V. (S. a. Fig. 1 und Taf. 1, Fig. 1.) 
Versuch A5 vom 10. 7. 08. 
Titration gegen steigende 4/,,-Salzsiure mit und ohne Lab.') 
j Fettgehalt 3,9. 


Milch \ Aciditat 14. 





x 


®/9° 5 10’ 20’ 2 Std. Bemer- 


ohne mit Lab. -_ mit Lab. ohne mit ohne mit 


Salzs. 74) Lab.| Lab. Lab. | Lab. 


kungen 


0,0 - a : ss <a _ 
0,1 
0,2 
0,3 
0,4 
0,5 


Man kann hier deutlich erkennen, daB zu einer Zeit, wo die 
Saéurerdhrchen im durchfallenden Licht noch ganz homogen er- 
schienen, in den Labréhrchen schon Flocken sichtbar waren, 
und daB im weiteren Verlaufe die Intensitat der Flockenbildung 
auch weiter zeitlich in den Labréhrchen voranging. Die Energie 
der schnellen Fallung trat besonders bei solcher Milch deutlich 
zutage, welche etwa durch Kalte in einen Zustand leichter Ge- 
rinnbarkeit versetzt worden war. Hier sah man die ersten Ge- 
rinnungserscheinungen oftmals schon binnen wenigen Minuten 
und bei Zimmertemperatur. In frischer Milch vollzieht sich 
die Fallung nach Zeit und Intensitaét etwas anders. Hierauf 
komme ich in einem spateren Artikel zuriick, indem ich den 
Einflu8 gleichbleibender Fallungsreaktion auf verschiedene Milch- 
arten zeigen werde. 

Der Kernpunkt der Befunde liegt aber nicht in der 
Schnelligkeit, nicht in der Starke der Labfallung, sondern 
darin, daB in einer gréBeren Zahl von Réhrchen be- 
achtliche Gerinnung eintritt, d. h. also daB eine nen- 
nenswerte. Gerinnung nicht nur einer optimalen Aci- 
ditat zukommt, sondern auch den benachbarten Saure- 
werten. Es stellen sich so Verhaltnisse heraus, wie man sie 
unbeeinfluBt durch das Ferment nur bei der Phosphor- und 
Essigsaure sonst antrifft. Damit soll nicht gesagt sein, dab 


1) 0,2 ecm einer kiuflichen Labessenz (Simon-Apotheke-Berlin). 
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das Gesetz von der optimalen Siurewirkung etwa seine Geltung 
verlore; soweit erstreckt sich der nivellierende Einflu8 der Lab- 
wirkung meist nicht. Wéahrend jedoch, bildlich gedacht, bei 
der Saéurewirkung die optimale Fallung gewissermafen allein 


wie eine isolierte Zacke aus dem Niveau hervorragt, spitz wie 
ein Obelisk, so erhebt sie sich im Falle der kombinierten Saure- 
labwirkung nur mehr relativ niedrig aus einem breiten Plateau. 
Um diese Tatsache besser zu illustrieren, habe ich in Fig. 1 
das Endresultat eines Versuches mit Salzsiure und mit Salz- 
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Fig. la und 1b. 
Graphische Darstellung des Fallungsresultates aus Tabelle V. 
(Saure- und Saurelabwirkung.) 








siure und Lab in graphische Form so gebracht, da8 ich fir 
jedes Réhrchen der Reihen das Fillungsresultat je nach der 
Zahl der |-Striche als Séule aufgebaut habe. Da ergibt sich 
mit fundamentaler Deutlichkeit, was soeben geschildert wurde, 
die isolierte Spitze (a) auf der einen Seite, das Plateau mit der 
nur wenig hervorragenden Héchsterhebung (b) auf der anderen 
Seite. Vergleicht man die beiden miteinander, die, weil gleich- 
zeitig aufgenommen, tatsichlich untereinander vergleichbar sind 
und bei der Bewertung verglichen wurden, so zeigt sich 
wiederum, da die optimale Fiallung bei der Saurewirkung 
allein besser ist wie nach dem Hinzutreten des lermentes; 
eine Tatsache, die ihre Erklarung in den mehrfach berihrten 
Wechselbeziehungen zwischen Schnelligkeit und Vollstandigkeit 
der Reaktion findet.*) 


1) Wenn Kreidl und Naumann sagen: ,,Auf eine bestimmte 
Aciditat gebracht und innerhalb einer gewissen Breite derselben, tritt in 
der Frauenmilch bei Labzusatz Ausflockung ein, wahrend Frauenmilch- 
proben von derselben Aciditét ohne Lab nicht gerinnen. Saurefillung 
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Wenn man nun versucht, sich iiber das Wesen und die 
Bedeutung der dargelegten Unterschiede klar zu werden, so 
scheint es mir unter allen Umstinden am wichtigsten zu sein, 
daB durch die Hinzufiigung von Labferment gewissermaSen 


das starre Monopol, welches bei der Siurewirkung einer so 


engbegrenzten Aciditét zukommt, durchbrochen wird. Das 
Ferment emanzipiert die Siure von einem in physiologischer 
Beziehung sicherlich ungemein lastigen Gesetze. Wenn man 
sich vorstellen wollte, da der Magen des Sauglings z. B. nur 
Salzsiure und kein Labenzym sezernierte, so miBte er sicher- 
lich sich auf eine soleche Absonderung einstellen, daB immer 
im Magen das fiir die Ausfillung nétige Aciditaétsoptimum 
herrscht. 

Voraussetzung wire allerdings, daB man die Gerinnung 
der Milch als einen fiir die Magenverdauung und fiir die Ver- 
arbeitung der Milch iiberhaupt niitzlichen und notwendigen 


erfolgt erst bei héherer Aciditat,*‘ so trifft das, wie man aus meinen 
Ausfiihrungen sieht, nicht den Kern des Unterschiedes zwischen 
Siure- bzw. Saurelabgewinnung. Nicht héhere Aciditaét erfordert die 
Abwesenheit des Labs, sondern eine bestimmte Aciditét (Optimum). 
Der Labzusatz zur Frauenmilch bewirkt nicht nur, da8 bei niederen, 
sondern auch bei héheren Saiurewerten, wo sonst keine Flockung bei 
reiner Saiurewirkung mehr eintritt, nun doch noch eine Gerinnung er- 
folgt. Nur bei ganz schlechten Gerinnungsbedingungen (mangelnde Ver- 
diinnung usw.) zeigt sich der Fermenteffekt nur vor dem Aciditits- 
optimum. Wahrend der Drucklegung erhielt ich durch die Giite des 
Herrn Prof. Kreid! Separata aller seiner Mitteilungen, wihrend sich 
die Anmerkung bisher nur auf den Artikel im ,,Centralbl. f. Physiol.‘ 
bezog. Namentlich die Ausfiihrungen in der ,,Zeitschr, f. Biolog.“ haben 
mich nun belehrt, da die Differenzen zwischen beiden Anschauungen 
weniger prinzipieller wie gradueller Natur sind, und ihren Grund teil- 
weise in der Methodik haben. Kreidl, der die Frage der Frauenmilch- 
labung im Reagensglas nur nebenbei priifte, brachte in seinen Reihen 
die Aciditat iiberhaupt nur bis an das Optimum (2,4 auf 10) heran, so 
daB die jenseits liegenden Erscheinungen ihm gar nicht zu Gesicht 
kommen konnten, AuBerdem arbeiteten Kreidl und Neumann an- 
scheinend mit unverdiinnter Milch und mit relativ geringen Labmengen. 
Der letzte Punkt ist besonders nicht ohne EinfluB, Auch in der Beurteilung 
der Proben sind insofern Differenzen, als ich erst die im durchfallenden 
Licht sichtbaren Flocken beachtete und mich weniger von den zeitlichen 
Vorgingen leiten lieB als von dem Endeffekt, der erst nach villiger 
Scheidung von Gerinnsel und Plasma beurteilt wurde, 
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Vorgang auffaBte, woran allerdings kaum gezweifelt werden 
kann. Da wir andererseits mit Sicherheit wissen, da8 Stérungen 
der Salzséureproduktion etwas durchaus Alltagliches sind, so 
miBte es — immer unter Zugrundelegung jener Annahme — 
haufig dazu kommen, da die optimale Saurekonzentration 
nicht vorhanden ware und infolgedessen die Milch gar keinen 
oder nur einen unvollkommenen Gerinnungsproze8 durchmachen 
wiirde. Ich glaube nicht fehlzugehen, wenn ich einen Teil 
der Bedeutung der Labwirkung gerade fiir den Saiugling 
darin zu erblicken glaube, da8B er voraussichtlich den 
Organismus, ebenso wie es im Reagensglase geschieht, 
von diesem lastigen Monopole eines fiir die Milchgerin- 
nung engbegrenzten Aciditatsoptimums freimacht und 
dadurch die Gerinnung der Milch und damit ihren phy- 
siologischen Abbau innerhalb eines gewissen Spiel- 
raumes fiir die Salzsiureerzeugung gewahrleistet. So- 
weit kénnen wir uns die Bedeutung des Fermentes schon heute 
nach dem Stande unserer Kenntnis von der Milchverdauung 
klarmachen. Ein zweiter Punkt, auf den ich oben wenigstens kurz 
eingegangen bin, darf eigentlich nicht vernachlassigt werden, 
wenn auch das Wesen seiner Bedeutung nicht ohne weiteres 
offenbar ist. Man darf namlich nicht vergessen, daB ja doch 
als Endprodukt der Saure- bzw. der Labsauregerinnung zwei wenn 
auch eng verwandte so doch immerhin verschiedenartige Korper 
namlich Casein und Paracasein, entstehen. Es bedarf noch 
dringend der Aufklirung, welche Unterschiede etwa in der Ver- 
dauung der beiden obwalten, aber schon heute kann doch 
wenigstens gemutmaft werden, daB die Differenz so ganz be- 
langlos nicht sein kann.’) 

Wenn auch physiologisch minder wichtig, so doch theore- 
tisch nicht ohne Interesse ist die Frage, welche Einwirkung 
das Lab auf die durch Phosphor- und Essigsaure erzeugte Ge- 
rinnung hat, die ja an sich schon, wie ich vorhin bereits er- 
wahnte, ahnliche Fillungsresultate geben, wie von Sauren der 
HCl-Gruppe im Verein mit dem Ferment. Nun, wenn die 
Eigentiimlickeit der kombinierten Fermentwirkung bei diesen 


1) Sicher darf man wohl annehmen, da wie im Reagensglas so 
auch im Sauglingsmagen die Labwirkung auch tatsiichlich eintritt ; Kreid! 
und Neumann halten das auch fiir wahrscheinlich. 
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darin besteht, daB das Monopol des Saureoptimums weitgehend 
gebrochen wird, so ist es klar, daB bei jenen, wo ein solches 
iiberhaupt nicht existiert, das Wesen der mit Saéuerung kom- 
binierten Labung nicht genau das gleiche sein kann. Im 
Prinzip ist allerdings kein Unterschied vorhanden. Auch hier 
wieder tritt Nivellierung der Siurewirkung ein in dem Sinne, 
daB die Modalitaten, welche sonst durch die Konzentration 
bedingt werden, bis zu einem gewissen Grade durch die An- 
wesenheit des Enzyms ausgeglichen sind. Sowohl bei geringerer, 
wie bei starkerer Aciditét erfolgt noch eine Fillung. Die 
Kurve der Endresultate in einer Reihe, die ich mir allerdings 
erspart habe, darzustellen, die sich aber nach der Art der 
Figur la und b leicht bewerkstelligen lieBe, wiirde nicht in 
der Art eines mehr oder minder spitz zulaufenden Gipfels, 
sondern wiederum eher nach der eines breiten Hochplateaus 


verlaufen. 

Wenn ich nun hier mit dieser Abhandlung schlieBe, so 
geschieht es in dem BewuBtsein, daS ich eine groBe Zahl von 
Fragen angeschnitten habe, praktischer wie theoretischer Natur, 


die noch der Bearbeitung, sei es mit Hilfe des Reagensglas- 
versuchs des Tierexperiments, oder der klinischen Beobachtung, 
bediirfen. So sei z. B. nur darauf hingewiesen, daB die Be- 
sonderheit der Essigsiurefallung, die Uberlegenheit des End- 
effektes bei der isolierten und optimalen Saurewirkung fiir die 
Darstellung des Caseins zu Zwecken der Analyse, sicherlich be- 
achtet werden miissen, und daB sieden Weg weisen zur Ausarbeitung 
einer sicheren Methodik der Caseindarstellung aus Frauenmilch. 
Einige dieser Fragen sind bereits von mir in Angriff genommen 
worden und werde ich wohl bald Gelegenheit haben, iiber das 
Ergebnis zu berichten. Ich glaubte jedoch diesen Teil meiner 
Untersuchung schon heute darlegen zu sollen, weil sie mir fiir 
die Bearbeitung der Verdauungsphysiologie des Sauglings, an 
der der Kinderarzt ja ein besonderes Interesse hat, von Wichtig- 
keit zu sein- schienen. 
SchluBsatze. 

Die Saiuregerinnung der Frauenmilch ist bei einer Anzahl 
von Sauren, von denen die Salz-, Milch-, Oxal- und Schwefelsaure 
naiher untersucht wurden, absolut gebunden an eine optimale 
Aciditat, die im allgemeinen zwischen 2 und 3 ccm "/,,-Saure fiir 
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Die Photographien stellen Reihenversuche dar zur Illustration der Tabellen 
t Hinzu- 


1. oben: steigende -Saizsdure von 0,0—0,5; unten: dieselben Séuremenge 
fiigung einer Lablésung 

“ ..eSalzsiure von 0,2—2.0 
von 0,0—1 


6 und zwar in der Reihenfolge der Tabelle IV 


2. steigende 


steigende © ,,-Essigsdure 


Biochemische Zeitschrift Band 13. 
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10ccm Milch liegt und die in jedem einzelnen Falle durch 
fein abgestufte Reihenversuche ermittelt werden muB. 

Die Phosphor- und Essigsiure verhalten sich insofern ganz 
anders, als die beste Gerinnung hier bei héheren Saurewerten, 
5 bis 12 ccm %/,,-Saéure auf 10 ccm Milch, erzielt wird und das 
Saureoptimum nicht eng begrenzt ist. 

Die Saurelabgerinnung ist von dem Aciditatsgrade auch 
insofern abhingig, als die stirkste Gerinnung ebenfalls bei dem- 
selben oder einem &ahnlichen Séiureoptimum eintritt wie bei der 
Sauerung allein. Sie unterscheidet sich von der einfachen 
Sauregerinnung jedoch dadurch, daB neben dem Saureoptimum, 
diesseits und jenseits von ihm, auch noch eine recht betricht- 
liche Wirkung eintritt. 

Die Bedeutung des Labs beruht daher zum groBen Teil 
darauf, daB8 sie den Organismus von dem scharf umgrenzten 
Optimum der Saurefallung emanzipiert, daG sie also eine Milch- 
gerinnung in weit gréBerem Umfange garantiert, als es bei iso- 
lierter Séurewirkung der Fall sein wiirde. 

Ein weiterer Unterschied zwischen Saure- und Saurelab- 
wirkung ist, da8 im ersten Falle Casein, im letzteren eine kalk- 
haltige Verbindung desselben erzeugt wird. 

An Vollstandigkeit der Fallung ist die optimale Saure- 
faillung der kombinierten Fermentwirkung, welche dafiir schneller 
eintritt, im allgemeinen tiberlegen. 
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Experimentelle Untersuchungen iber den EinfluB des 
Broms auf die Magensaftsekretion. 


Von 
Dr. Togami (Japan). 


(Aus der experimentell-biologischen Abteilung des Kgl. Pathologischen 
Instituts Berlin.) 


(Eingegangen am 3, August 1908.) 


Durch die in dieser Zeitschrift erschienenen Arbeiten von 
Feigl*) tiber die Wirkung der Metalle und Kolloide wie tiber 
diejenige des Jods und seiner verschiedenen Verbindungen auf 
die Driisentatigkeit der Magenschleimhaut hat der Pawlow- 
sche Magenblindsackversuch eine neue Bedeutung erhalten; denn 
es wurde durch diese Arbeiten der Nachweis erbracht, daB 
bestimmte Beziehungen zwischen dem physikalischen Charakter 
(Metall —- Metallkolloid) einer Substanz und ihrer Wirkung auf 
die Magendriisen wie zwischen chemischer Konstitution und 
eben dieser Wirkung bestehen. Speziell die Feiglsche Arbeit 
iiber den Einflu8 des Jods und seiner Verbindungen auf die 
Magensaftsekretion veranlaBte mich, einen anderen Kérper aus 
der Gruppe der Halogene in dieser Hinsicht zu untersuchen. 

Feig! hat gefunden, daB das Jod die Magensaftsekretion 
kraftig anregt, so fand er z. B., daB ein Hund auf 200,0 ccm 
Wasser 4,8 ccm Saft abschied, wahrend auf 200,0 com Wasser, 
in denen ca. 0,05 g elementares Jod gelist waren, 22,5 ccm Saft 
abgesondert wurden. Bei zwei anderen Versuchen betrug die 
Wassersekretion 1,9 com gegen 8,9 ccm Saft auf die Jodgabe 
hin und 4,3. ccm gegen 29,0 ccm. 

Feig! fand ferner, da8 verschiedene Jodverbindungen um so 


1) Diese Zeitschr. 6, 17 u. 47, 1907, sowie 8, 145 u. 467, 1908. 
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starker die Magensaftsekretion anregen, in je labilerer Bindung 
sich das Jod in dem Molekiile befindet. Jedenfalls geht aus 
alledem hervor, da8 Jod einen starken Erreger fiir die Magen- 
driisen darstellt. 

Es war nun von Interesse, andere Halogene in dieser Weise 
zu priifen. Fluor und Chlor verboten sich wegen der Giftig- 
keit zu dieser Untersuchung. Im allgemeinen ist es bekannt, 
daB Chloride — wenigstens so weit Untersuchungen dariiber 
vorliegen — und vor allen Dingen das Kochsalz in allen seinen 
Konzentrationen, mit Ausnahme der physiologischen Kochsalz- 
lésung, die Magendriisen zur Sekretion anregen. Ob jedoch 
diese Wirkung auch dem reinen Chlor zukommt, wissen wir 
nicht. 


Hinsichtlich der therapeutischen Verwendung stellen Jod 
und Brom ja im gewissen Sinne Antagonisten dar. Das Jod 
und seine Verbindungen werden gegeben, wenn man die Reizung 
irgendeines Gewebes erzeugen will. Die Salze des Broms ver- 
wendet man im Gegenteil, wenn es auf eine Herabstimmung 
der Funktion ankommt. Damit werden dem Brom reizende 
Eigenschaften keineswegs abgesprochen. 


Es ist bekannt, daB bei der Jod- wie bei der Bromver- 
giftung Magendarmstérungen auftreten, daS eine Einatmung 
von Bromdampfen stark irritierend wirkt, und da8 Jod, Brom 
und Chlor energische Desinfizienzien darstellen. Es war nur 
die Frage, welche Eigenschaft des Broms bei dessen intra- 
gastraler Einverleibung auf die Magendriisen sich geltend macht, 
ob das Brom etwa wie das Jod die Magendriise reizt, oder ob 
es sie auf dem Wege iiber die Reizung lahmt, oder endlich sie 
ahnlich wie die Gehirnzellen einschlafert. 

Ich habe die folgenden Versuche an vier Pawlowschen 
Kleinmagenhunden angestellt. Vor dem Versuche habe ich 


jedesmal diese Hunde vdllig niichtern gemacht. Zuerst habe 


ich eine gewisse Menge Leitungswasser durch die Magensonde 
eingegossen und nach der Wassersekretion dieselbe Menge der 
Versuchsfliissigkeit gegeben und alle 30 Minuten den Magensaft 
an der Magenfistel abgenommen. Die Zahlen fiir die Mengen 
geben Kubikzentimeter an. 


Biochemische Zeitschrift Band 13. 
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Versuch l. 


Hund, Kuma. 
Um 10,45, 100,0 Leitungswasser eingegossen. 


Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
11,15 6,0 
11,45 5,0 
12,15 4,0 
12,45 5,0 
1,15 5,0 
1,45 2,0 
27.0 
Um 1,45, 100,0 (0,05°|,) wasserige Bromlésung. 
Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
2,15 4,6 
2,45 4,55 
3,15 2,5 
3,45 3,3 
4,15 4,9 
4,45 1,0 
20,85 


Um 10,45, 100,0 Leitungswasser. 


Zeit der Abnahme 


11,15 
11,45 
12,15 
12,45 


Um 1,00, 
1,30 
2,00 
2,30 
3,00 
3,30 
4,00 


Menge der Magensekretion 


0,0 
1,8 
0,9 
1,8 


4,5 


160,0 (0,05°/,) wasserige Bromlésung. 


1,2 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 
0,0 


1,2 
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Versuch 3. 
Hund, Kuma. 


Um 9,35, 100,0 Leitungswasser. 


Zeit der Abnahme 
10,5 
10,35 
11,5 
11,35 
12,5 
12,35 


Menge der Magensekretion 
0,0 
4,0 
1,0 
3,0 
0,7 
0,5 


9,2 


Um 2,20, 100,0 (1/9) wisserige Bromlésung 


2,50 
3,20 
3,50 


5,0 

0,0 

0,0 

5,0 
Versuch 4. 
Hund, Leo. 


Um 9,35, 100,0 Leitungswasser. 


Zeit der Abnahme 
10,5 
10,35 
11,5 
11,35 
12,¢ 
12,35 


Menge der Magensekretion 
1,0 
0,0 
1,4 
1,0 
0,0 
0,5 


3,9 


Um 2,20, 100,0 (1°/,) wasserige Bromlésung. 


2,50 
3,20 
3,50 


1,0 
0,0 
0,0 


1,0 


Versuch 5. 
Hund, Kuma. 


um 9,40, 100,0 Leitungswasser. 


Zeit der Abnahme 
10,10 
10,40 
11,10 
11,40 
12,10 
12,40 


Menge der Magensekretion 
6,6 
4,8 
5,5 
3,0 
4,0 
0,0 


(23.9 
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Um 1,40, 100,0 (0,5°/5) wasserige Bromlésung 


2,10 3.0 
2.40 1,0 
3,10 1,0 
3,40 0.4 
4,10 0,1 

5,5 


Versuch 6. 
Hund, Kame. 
Um 10,06, 100,0 Leitungswasser. 
Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 


10,36 2.5 
11,06 0,5 
11,36 0,0 

3,0 


Um 12,00, 100,0 (0,05°/,) wasserige Bromlésung. 


12,30 Bot 
1,00 0,2 
1,30 0,0 

1,9 


Aus diesen Versuchen ergibt sich, daB das elementare Brom 
die Magendriisen lahmt, und zwar scheint es, daB die Lahmung 
sofort ohne eine vorangehende Reizung eintritt. 

Nach anderen Versuchsreihen hat das Bromnatrium den 
gleichen Effekt, nur bei einem Versuch war die Sekretion auf 
Bromnatrium etwa der Wassersekretion gleich. 


Versuch 7. 
Hund, Kuma. 
Um 10,30, 100,0 Leitungswasser. 
Zeit der Abnahme 


Menge der Magensekretion 


11,00 5,0 
11,30 2.0 

12,00 1,4 

12,30 0.2 

8,6 


Um 12,55, 100,0 (2°/ 


o) Wasserige Bromnatriumlésung 


1,55 2,5 
2,25 0.0 } 
2,55 0.0 | 


2,5 
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Zeit der Abnahme 


Zeit der 


Um 


Zeit der Abnahme 
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Versuch 8. 


Hund, Box. 


Um 10,30, 100,0 Leitungswasser. 


11,00 
11,30 
12,00 


12,30 


i) 


to ix 


m™ to 
or 
or 


Crt Cte 


or 


roe 


Menge der Magensekretion 
2.0 
0,8 
0.1 
0,1 


100,0 (2°/,) wasserige Bromnatriumlésung. 
2,4 
0,8 
0.2 


3,4 


Versuch 9. 


Hund, Kuma. 


um 9,30, 100,0 Leitungswasser. 


Abnahme Menge der Magensaftsekretion 
10,30 5,5 
11,00 1,5 
11,30 0,0 
12.00 1,0 
8,0 
12,30, 100,0 (0,64°/,) wiasserige Bromnatriumlésung. 
1,00 4,7 
1,30 0,7 
2,00 0,0 
2,30 0,0 
4,8 


Versuch 10. 
Hund, Box. 


Um 10,00, 100,0 Leitungswasser. 


10.30 
11,00 
11,30 


12,00 


Menge der Magensekretion 
4,0 
1,0 
1,0 
1,8 


7,3 
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Um 12,30, 100,0 (0,64°/,) wasserige Bromnatriumlosung. 


1,00 3,0 
1,30 1,0 
2,00 0,1 
2,30 0,1 

4,1 


Ich habe ferner einige organische Brompraparate untersucht. 


Versuch ll. 


Hund, Kame. 
Um 10,06, 100,0 Leitungswasser. 


Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
10,06 2,5 
10,36 0,5 
11,06 0,0 
11,27 0,0 
3,0 
Um 11,27, 100,0 Wasser -++- 1 Stiick Bromglidintablette (— 0,05 g Brom). 
Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
11,57 0,4 
12,27 0,6 
12,57 0,1 
1,1 


Versuch 12. 


Hund, Box (nicht ganz niichtern). 
Um 9,50, 100,0 Wasser gegeben. 


Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
10,20 6,6 
10,50 3,0 
11,20 2,8 | 
11,50 2,8 
12,20 3,5(nach 2St.30™, 18,7) 
12,50 4,0 
' 1,20 4,0 
1,50 2,5 
29,2 
Um 2,00, 100,0 Wasser -+- 1 Stiick Bromglidintablette. 
Zeit der Abnahme Menge der Magensekretion 
2,30 3,0 
3,00 1,8 
3,30 0,8 
4,00 2,5 
4,30 4.5 


12,6 (nach 2S8t. 30™) 
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Versuch 
Hund, Kuma. 
Um 9,00, 100,0 Wasser gegeben. 


Zeit der Abnahme 
9,00 bis 9,30 
9,30 ,, 10,00 
10,00 ,, 10,30 


Um 10,30, 100,0 Wasser -+- 1 Stiick Bromglydintablette gegeben 


Zeit der Abnahme 
10,30 bis 11,00 
11,00 ,, 11,30 
11,30 ,, 12,00 


Versuch 14. 


Hund, Kame. 
Um 10,06, 100,0 Wasser. 


Zeit der Abnahme 
10,06 
10,36 
11,06 


Um 12,00, 100,0 Wasser -: 


12,30 
1,00 
1,30 


Versuch 15. 
Hund, Kame. 


Um 12,00, 100,0 Wasser 
Zeit der Abnahme 
12,00 bis 12,30 
12,30 ,, 1,00 

1,00 ,, 1,30 


1,30, 100,0 Wasser 
1,30 bis 2,00 
2,00 ,, 2,30 
2,30 ,, 3,00 


Um 
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13. 


Menge der Magensekretion 
1,0 
0,5 
0,0 


1,5 


Menge der Magensekretion 
0,8 
2,0 
0,0 
2,8 


Menge der Magensekretion 
2,5 


0,5 
0,0 


3,0 


1 Stiick Bromocolltablette. 
0,2 
0,2 
0,0 
0,4 


| 0,5 g Bromocoll gegeben. 
Menge der Magensekretion 
1,3 
0,3 
0,0 


1,6 





10,5 g Bromglydin gegeben. 
1,9 
0,6 
0,0 


2,5 


a 
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Aus allen meinen Versuchen — ich habe nur einen Teil 
der Protokolle hier mitgeteilt — ergibt sich, daB das Brom 
im Gegensatz zum Jod die Magendriisen lahmt; die Lahmung 
tritt ein, ohne daB eine Reizung vorher nachweisbar ist. Sehr 
deutlich ist der sekretionslihmende Einflu8 des Broms bei der 
reinen wasserigen Bromlésung, ferner beim Bromnatrium, wahrend 
BromeiweiBpraparate, wie die Versuche mit Bromglidin lehren, 
in der Regel den sekretionshemmenden Einflu8 zwar erkennen 
lassen, aber doch nicht so konstant wie die erstgenannten 
Substanzen. 





3 
[ 























Untersuchungen fiber den Blutzucker. III. 
Von 
B. Oppler und P. Rona. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des stadt. Krankenhauses am 
Urban in Berlin.) 


(Eingegangen am 8. August 1908.) 


Das vor kurzem von P. Rona und L. Michaelis') be- 
schriebene Verfahren, Blutserum durch Behandlung mit Ferrum 
oxydatum dial. (Kahlbaum) von Eiwei8 zu befreien, ist bisher 
in einer gréBeren Versuchsreihe am Gesamtblute selbst noch 
nicht gepriift worden. Die gute Verwendbarkeit dieser Methode 
auch fiir diesen Fall wird aus den in dieser Arbeit mitgeteilten 
Versuchen ersichtlich. Der Umstand, da8 die EnteiweiBung 
mit kolloidalem Eisenhydroxyd bei gewéhnlicher Temperatur 
und ohne Anderung der Reaktion vor sich geht, ist neben der 
leichten Ausfiihrbarkeit ein Vorteil der Methode. Da8 das 
Fillungsmittel zugleich mit dem gefiallten Eiwei8 ausgeschieden 
wird und somit das eiwei®freie Filtrat auBer den geringen 
Mengen des zugesetzten Elektrolyten keinerlei fremde Zutaten 
enthalt, erleichtert die nachtragliche Verarbeitung der Fliissig- 
keit bedeutend. Namentlich die Eigenschaft des kolloidalen 
Eisenhydroxydes, Farbstoffe des Blutes vollkommen mitzureiBen, 
ist bei der Bestimmung des Zuckers im Blut — der, wie bereits 
nachgewiesen wurde, vom Eisenhydroxyd bei keiner Konzen- 
tration adsorbiert wird — von groBem Vorteil, da das wasser- 
klare Filtrat auf einen geringen Bruchteil des urspriinglichen 
Blutvolumens eingeengt werden kann und dennoch vollkommen 
klar bleibt und sich vortrefflich fiir das Polarisieren eignet. 


1) Diese Zeitschr. 7, 329, 1908. 
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Natiirlich kann bei der Bestimmung des Zuckers neben und 
nach der Polarisation eine der Reduktionsmethoden, z. B. die 
Bangsche, oder die Bestimmung mittels Garung ausgefiihrt 
werden. 

Bevor wir auf die Verwendung der Methode zur Unter- 
suchung des Blutzuckers eingehen, soll die vorbereitende Ent- 
eiweiBung genau geschildert werden.') 

Zur Aufnahme des Blutes dient ein weithalsiger Kolben, 
dessen Wandungen mit der fiir die zu erwartende Blutmenge 
zureichenden Quantitat NaFl bestrichen sind. Auf einer 
empfindlichen Handwage wird derselbe genau tariert. In diesem 
Kolben wird das Blut direkt aus dem GefaéB unter Schiitteln 
aufgefangen, gewogen und sofort verarbeitet. Fiir jede Blut- 
probe ist schon vorher 1 Liter dest. Wasser bereitgestellt worden. 
Mit einem Teile desselben wird das Blut quantitativ in einen 


geraumigen Kolben iibergefiihrt und dann noch bis zur zehn- 
fachen Verdiinnung Wasser zugesetzt. Der Rest des Wassers 
dient zur Verdiinnung der Eisenlésung*), welche sofort in 
diinnem Strahl unter bestandiger lebhafter Bewegung des Kolbens 


der Blutlésung hinzugefiigt wird. Beziiglich der erforderlichen 
Menge Eisenlésung ist zu bemerken, daB auf je 1 g (unverdiinntes) 
Hundeblut 3 ccm, auf je 1g Kaninchenblut 2,5 ccm der (un- 
verdiinnten) Eisenlésung in der Regel geniigen. Ein UberschuS 
innerhalb gewisser Grenzen ist an sich unschadlich. Die Blut- 
Eisenmischung bleibt nun unter haufigem Schiitteln einige 
(ca. 10) Minuten stehen; wahrend dieser Zeit erfolgt bereits eine 
reichliche flockige Ausscheidung der EiweiB-Eisen-,, Verbindung“. 
Jetzt setzt man | g fein gepulvertes MgSO, auf einmal hinzu 
und schiittelt nun kraftig 1 bis 2 Minuten lang. Damit ist die 
EnteiweiBung vollendet. Ist sie gut gelungen, so erfolgt die 
totale Ausflockung schnell, und die dariiber stehende klare farb- 
lose Fliissigkeit ist zur Filtration fertig. 


1) Eine kurze Beschreibung der Methode, auch fiir das Gesamtblut, 
hat bereits einer von uns (R.) in Gemeinschaft mit L. Michaelis in 
dieser Zeitschr. 8, 356, 1908 mitgeteilt. 

2) Ferrum oxydat. dialysat. (Liq. ferri oxydati dialys.), Es sei aus- 
driicklich betont, daB der Liquor ferri oxychlorati (Pharm. Germ.), 
der von den Apothekern oft statt des Liq. ferri. oxyd. dial. gegeben wird, 
nicht angewendet werden darf. 
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Ein Hauptvorzug des Verfahrens ist nun, daB auch in den 
Fallen, in welchen die mehr oder weniger ausgesprochene 
Farbung des Filtrates eine unvollstandige Fallung des Hamo- 
globins anzeigt, nachtraglich zu jeder Zeit eine Korrektur statt- 


finden kann, durch erneute Behandlung mit sebr kleinen Mengen 
— einige Tropfen bis mehrere Kubikzentimeter — der Eisenlosung 
(diesmal auch mit Vorteil mit Wasser verdiinnt). Selbst eine 
mehrmalige Korrektur beeintrachtigt die Genauigkeit der nach- 
triglichen Zuckerbestimmung in keiner Weise, wenn sie auch 
die ganze Prozedur verlangert. Um dies zu vermeiden, nehme 
man die etwa ndétige Korrektur gleich in der urspriinglichen 
Lésung vor. Bei einiger Ubung gelingt jedoch die EnteiweiBung 
ohne nachtragliche Hinzufiigung von Eisenlésung in den aller- 
meisten Fillen. Ein weiterer Elektrolytzusatz ist unnotig und 
auch nicht vorteilhaft, da er beim nachfolgenden starken Ein- 
engen stéren kénnte. 

Hat man so eine vollig farblose klare Lésung erhalten, so 
wird durch ein Faltenfilter filtriert; der gelatindse Riickstand 
und die durch Auspressen des Filters gewonnene Fliissigkeit 
kénnen noch weiter auf der Zentrifuge ausgeschleudert und die 
so gewonnene Filiissigkeit zum Filtrat gegeben werden. Unbe- 
dingt n6étig ist das Zentrifugieren nicht. Wir haben so einen 
aliquoten Teil der Gesamtfliissigkeit (verdiinntes Blut -+- Eisen- 
lésung) erhalten, der je nach der Menge des angewandten Eisens 
80 bis 90°/, der Gesamtfliissigkeit betrigt und dessen Volumen 
genau bestimmt wird. Das wasserklare, eiweiBfreie Filtrat wird nun 
mit wenigen Tropfen verdiinnter Essigsiure angesdiuert, dann 
bei vermindertem Druck (ca. 15 mm Hg) und 45° Wasserbad- 
temperatur auf wenige (3 bis 5) ccm eingeengt und quantitativ 
in einen graduierten Standzylinder von 10 ccm Inhalt iiber- 
gefiihrt. Nachdem das Volumen der Fliissigkeit bestimmt ist, 
wird sie filtriert in die Polarisationsréhre iibergefiihrt und 
polarimetrisch untersucht’). Die so gewonnene Fliissigkeit er- 
scheint in 2dm dicker Schicht ganz blaBgelb und ist ebenso- 
gut zu untersuchen wie eine reine wasserige Zuckerlésung. Die 
Biuretreaktion gab die so stark eingeengte enteiweiBte Blut- 


1) Die Beobachtung geschah in einem eigens dazu angefertigten sebr 
dickwandigen Polarisationsrohr von 189-4mm Linge und nur ca. 5ccm 
Inhalt. 
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lésung nie, ebenso war die Ferrocyankaliumprobe negativ. Nur 
in einigen Fallen entstand nach dieser Probe eine eben wahr- 
nehmbare Opalescenz. In einem Falle, wo die Essigsaure- 
Ferrocyankaliumprobe einen sparlichen flockigen Niederschlag 
gab, gelang es, durch Behandlung der polarimetrisch vorher 
untersuchten Lésung mit Kaolin!) auch den Rest des EiweiBes 
zu entfernen. Eine Anderung des Drehungsvermégens war aber 
nicht eingetreten, ein Beweis, daB es sich nur um die Anwesen- 
heit von Eiwei8spuren handeln konnte. 

Bezeichnen wir mit c den aliquoten eingeengten Teil, mit 
z den am Polarimeter abgelesenen in c vorhandenen Prozent- 
gehalt an Zucker, ferner mit | das Volumen der Gesamtfliissigkeit 
(verdiinntes Blut +- verdiinnte Eisenlésung) und mit Z den nicht 
eingeengten aliquoten Teil, so ist der Zuckergehalt x in Milligramm 
in der zur Untersuchung entnommenen Blutmenge leicht zu be- 
c-z-] 
—Z-100 

Da nun auBer z alle iibrigen bekannten Faktoren in einer 
fiir das Resultat giinstigen Weise sich beeinflussen lassen, so 
wird der gréBte Fehler bei einer falschen Bestimmung von z 
gemacht werden. Unter den von uns gewahlten Bedingungen 
muB eine Differenz von + 0,02° als auBerste zulaissige Grenze 
bei den Doppelanalysen gelten, welche mit dem empfindlichen 
Apparat von Schmidt und Haensch, mit dreiteiligem Ge- 
sichtsfeld, den wir benutzten, nur in vereinzelten Fallen erreicht 
wurde. Bei den meisten Ablesungen betrug der Fehler 0°, 
seltener + 0,01°.?) 

Die Umrechnung des Befundes der Reduktionswerte auf 
die Gesamtmenge ist so einfach, da8 ihre nahere Beschreibung 
iiberfliissig ist. 


rechnen, nach der Formel x 


An die Bestimmung des ,,Blutzuckers‘ sind so viele den 
Physiologen wie den Klinikern gleich fesselnde Probleme ge- 
kniipft, daB die Anwendung der vorher beschriebenen Ent- 


1) Vgl. diese Zeitschr. 5, 365, 1907. 

2) Durch ungenaue Ablesung werden vollstaindig befriedigend die 
ziemlich groBen Differenzen aufgekliart, wie sie sich z. B. in V, 2a und b 
(siche Tabelle) zeigen. Die groBe Abweichung der Werte VII, 6a und b 
ist vor allem durch die GréBe von c = 12,65 ccm bedingt. 
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eiweiBungsmethode zu diesem Zwecke, als Fortsetzung der zwei 
ersten Mitteilungen,’) nach verschiedenen Richtungen hin uns 
wiinschenswert erschien. Wenn wir hier speziell den Einflu8 
der Blutentziehung auf die Anderung der Traubenzuckerkon- 
zentration im Blute zum Gegenstand der Untersuchungen wihl- 
ten, so war dafiir maBgebend die grundlegende Bedeutung, die 
der genauen Kenntnis dieses Faktors fiir die Beurteilung aller 
die Blutzuckerkonzentration betreffenden Untersuchungen zu- 
kommt. Da andererseits iiber diesen Gegenstand mancherlei 
Tatsachliches bekannt ist,*) so war damit die wiinschenswerte 
Kontrolle gegeben, die iiber den Wert eines neuen Verfahrens 
zur Vorbereitung fiir die Zuckerbestimmung zu entscheiden hat. 

Fiir die Versuchsanordnung war bestimmend, da8 wir 
haufige, iiber einen langeren Zeitraum sich erstreckende Unter- 
suchungen am gleichen Individuum vornehmen wollten. Daraus 
ergab sich die Notwendigkeit, einmal die einzelnen Blutent- 
nahmen beziiglich ihrer Menge in fiir das Tier unschiadlichen 
Grenzen zu halten und die Pausen zwischen den einzelnen 
Aderlassen vorsichtig zu verkleinern. Nur so war es mdglich, 
ohne Schadigung der natiirlichen Bedingungen, Aufklarung dar- 
iiber zu schaffen, ob die zeitliche Folge der Aderlisse — bei 
welchen wir zunachst hauptsachlich die Wirkung nicht schnell 
aufeinanderfolgende Blutentnahmen im Auge hatten — den 
Blutzuckergehalt zu andern vermag. Auf diese Weise konnten 
wir auch iiber die Frage der Konstanz oder Nicht-Konstanz 
des Biutzuckers bei den _ betreffenden Tieren Erfahrungen 
sammeln. 

Zur Bestimmung des Traubenzuckers im Blut bedienten 
wir uns der polarimetrischen Methode. Die absoluten Werte 
gibt, wie bekannt, diese Methode zu niedrig an,*) wovon wir 
uns auch in allen Fallen, in welchen wir parallele Bestimmungen 


1) le. 

2) Vgl. Fr. Schenck, Uber den Zuckergehalt des Blutes nach 
Blutentziehung, Pfliigers Archiv 57, 553, 1894. — Kurz vor AbschluB 
des experimentellen Teiles dieser Arbeit erschien die interessante Mit- 
teilung von Nils Andersson. Uber das Verhalten des Blutzuckers beim 
Aderla8, Diese Zeitschr. 12, 1, 1908. 

3) Vgl. hierzu namentlich die Arbeiten von Lepine und Boulud. 
Compt. rend. 188, 138; 134, 398; 135, 139; 188, 610; 148, 500, 539. 
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mit der Bangschen Methode ausgefiihrt haben (wovon einige 
in den Tabellen aufgenommen sind), iiberzeugen konnten.*) Was 
wir polarimetrisch gemessen haben und zunachst messen wollten, 
ist demnach nicht die Konzentration des Traubenzuckers im 
Blute, sondern bestenfalls die Anderung seiner Konzentration. 
Die Voraussetzung fiir die Richtigkeit dieser Annahme bildet, 
daB die anders drehenden Substanzen durch die Blutentnahme 
keine die Drehung wesentlich beeinflussende Anderung erfahren. 
Wie die unten mitgeteilten Versuche an Hunden zeigen, er- 
scheint diese Voraussetzung berechtigt. 

Die Versuche wurden an Kaninchen und an Hunden an- 
gestellt. Um ihren natiirlichen Lebensbedingungen médglichst 
gerecht zu werden, wurden die Hunde in einer geraéumigen 
Hiirde in gréBerer Gemeinschaft gehalten. Die Nahrung be- 
stand aus Fleisch und wurde zwei Stunden nach der um 10 Uhr 
vormittags erfolgenden Blutentnahme verabreicht. Die Kaninchen 
lebten in geraumigen Stillen und erhielten zum Futter Hafer 
und Riiben. Hervorgehoben sei noch, da8 zwei der Hunde 
(Vers. V und VII) wahrend der Versuche trachtig waren und 
warfen. Der Hund des Versuches VII séugte drei Junge. 
Das Kaninchen des Versuches I starb vorzeitig am 12. VI. 
vermutlich an einer von der Ohrvene ausgehenden Infektion. — 
Die Aderlasse erfolgten bei den Kaninchen stets durch Erdffnung 
der Randvene des Ohres; die Dauer dieser Prozedur war bei 
den verschiedenen Tieren verschieden, schwankend zwischen 
2 und 5 Minuten. Den Hunden wurde das Blut aus der Vena 
jugularis mit der Hohlnadel entnommen, nachdem ein die Haut 
und Fascie durchtrennender Querschnitt das GefaB freigelegt 
hatte. Der Schnitt wurde nachher durch Naht geschlossen. 
Die Blutentnahme erfolgte stets ganz glatt; die Tiere verhielten 
sich dabei ruhig. Niemals fand eine Fesselung der Kaninchen 
oder Hunde zum Zwecke des Aderlasses statt. 

Uber die Ergebnisse der Versuche geben die Tabellen Auf- 
schluB. Ste zeigen, daB die Menge des entzogenen Blutes zwar 
wechselt und die Aderlisse kriftige waren, daB aber exzessive 
Blutverluste vermieden wurden, die das physiologische Bild 


1) Das Verhiltnis der Polarisations- und der Reduktionswerte wird 
- in einer folgenden Mitteilung ausfiihrlich erértert werden. 
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hatten triiben kénnen. Die Pausen zwischen den einzelnen 
Blutentnahmen schwankten zwischen 5'/, Wochen und 10 Minuten 
beim Hunde; beim Kaninchen betrugen die kiirzesten Pausen 
3 Tage. Urspriinglich lag im Plane unserer Untersuchung, 
auch beim Kaninchen den EinfluB schnell folgender Aderlasse 
nach Schencks Vorgang zu priifen. Die Arbeit von Nils 
Andersson’), die uns am 29. VII. bekannt wurde, machte 
diese Untersuchung unndtig. 

Die Versuche bestatigen im wesentlichen die Erfahrungen 
friiherer Forscher. Es zeigt sich, daB der Zuckergehalt des 
Kaninchenblutes auch bei zeitlich lange getrennten Aderlassen 
Schwankungen unterworfen ist, die mit dem operativen Ein- 
griff als solchem nicht in Zusammenhang gebracht werden 
kénnen. Diese Schwankungen sind ganz unregelmaBig in bezug 
auf Zeit und GréBe. Die Bedingungen, die dieses Verhalten 
beherrschen, kénnen wir nicht klar tibersehen. Bei kiirzeren 
Serien der Versuche (wie im Versuch I) kann es auch der 
Fall sein, daB die Schwankungen nicht so deutlich zutage 
treten. 

Ein anderes Bild zeigen dagegen die Versuche an Hunden. 
Hier ist die Konstanz der gefundenen Drehungswerte bemerkens- 
wert. Im allgemeinen zeigen die Bestimmungen untereinander 
so geringe Abweichungen, daB sie fast noch im Bereiche der 
durch die Methodik bedingten Fehler liegen. Nur einmal im 
Versuch VI, 1 und 2 ist eine Schwankung von 21°/, zu ver- 
zeichnen. Ein weiterer Unterschied gegeniiber dem Kaninchen 
besteht darin, daB die beim Hunde eintretenden Anderungen, 
wenn sie einmal eingetreten sind, nur langsam einer neuen 
Anderung weichen. Auch wenn wir beriicksichtigen, daB der 
Blutverlust, bezogen auf das Korpergewicht, im ganzen beim 
Kaninchen etwas groéBer war als wenigstens bei einigen der 
Hunde, so kénnen wir auch diesem Umstande keine maB- 
gebende Rolle zuerkennen, da auch in dieser Richtung jede 
GesetzmaBigkeit zu “fehlen scheint. Wir sehen ferner, dab 
beim Hunde Schwangerschaft, Geburt und Lactation ohne deut- 
lichen Einflu8 auf den Drehungswert bleiben. — Ob und wie 
weit die Umgebungstemperatur von Einflu8 auf den Zucker- 


1) Le. 
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gehalt ist, worauf Embden und Liithje’) die Aufmerksamkeit 
gelenkt haben, la6t sich aus unseren Versuchen bisher nicht 
beurteilen. Die Beobachtungen an Kaninchen miissen dabei 
vollig auBer Betracht bleiben. 

Im ganzen bestitigen demnach die Versuche, deren Wert 
uns in ihrer Dauer zu liegen scheint, die herrschende Auf- 
fassung, da die Traubenzuckerkonzentration im Blute des 
Hundes, soweit dies aus der gleichbleibenden Drehung zu 
schlieBen ist, einen annahernd konstanten, individuell in engen 
Grenzen verschiedenen Wert darstellt. Die Konstanz der 
Drehung anders als durch Konstanz der Traubenzuckerkonzen- 
tration (wie aach aller anderen drehenden Kérper im Blute) 
erklaren zu wollen, ware jedenfalls gekiinstelt, da bei einer 
eventuellen Verschiebung der gegenseitigen Mengenverhialtnisse 
dieser Substanzen eine trotzdem gleichbleibende Drehung héchst 
unwahrscheinlich ware. Aderlisse unter den in unseren Ver- 
suchen eingestellten Bedingungen bringen eine deutliche auf 
sie zu beziehende Anderung in dieser Richtung nicht hervor. 
Uber die Verhialtnisse bei (wiederholten) Blutentziehungen in Inter- 
vallen zwischen 30 Minuten und 24 Stunden sagen unsere 
Versuche natiirlich nichts aus. 


Versuch I. 


Kaninchen, mannlich. 





Aliquoter Teil 
Luft- | Blut  gjp- Blut-Zucker Bemerkungen 
Temp. geengt Zacker ‘i 

ecm “ seis je 


Nr. Datum 


1 19. V. 08 15° | 28,80 9,70 0,18 19,56 0,094°), Gewicht 3650¢ 
2 26. V. 08 36 °*)| 24,00 | 8,90 0,27 28,59 0,119*) ” 3470 g 
12. VI. t 





1) G, Embden, H. Liithje, E. Liefmann, Uber den EinfluB 
der AuBSentemperatur auf den Blutzuckergehalt. Beitrige z. chem. 
Physiol, u. Pathol. 10, 265, 1907. 


2) Das Tier befand sich in einer Couveuse. 
3) Nach Bang 0,125 °/o. 
*) Nach Bang 0,167 °/). 
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II. 


Versuch 


Kaninchen, mannlich. 


III. 








Aliquoter Teil 




















2 Luit- Blut hn. Blut-Zucker 
Nr Datum Temp. ein- Zucker Be merkungen 
geengt . F 
& ecm . ™=s ° 
1 19./V. 08 15° 22,30 7,90 0,24 22,23 0,100! Gewicht 3910 g 
2 26./V. 08 17° 28,70 8,20 0,25 25,15 0,088?) 
3 4./VI, 08 27° 30,70 9,30 0,21 23,68 0,077 4000 g 
4 15./VI. 08 21° 23,00 7,40 0,33 27,18 0,118 3850 g 
5 29./VI. 08 19° | 25,5 7,80 0,23 «20,36 0,080 3890 g 
6 | 14./VII.08 24° | 26,13 9,70 0.19 20,58 0,079 4100 g 
7 | 30./VII.08 25° 1910 890 0,25 24,32 0,127 3890 g 
Versuch III. 
Kaninchen, mannlich, 
\liquoter Teil 
P Luft- Blut ‘ Biut-Zucker 
Nr Datum Temp. cam Zucker Bemerkungen 
g oom %» mg 0/5 
1 21./V. 08 16° 22,40 9,00 0,26 26,69 0,116) Gewicht 2750g 
2 | 29/V. 08 994) 32,20 9,20 0,26 27,59 0,086 »  2730g 
3 4./VI1. 08 279° 2610 915 0.25 26,88 0,100 
+ 17./VI. 08 29 0 22.20 8,10 0,15 13,50 0,061 
5 2./V1II.08 27° 9,60 0,25 26,94 0,105 Gewicht 2750g 
6 10./VII.08 17,5° 30,10 8,80 0,32 32,75 0,188 “s 2980 g 
Versuch IV. 
Kaninchen. 
Aliquoter Teil 
- Slut : ut-Zucker 
Nr Datum i> | os eli- Zucker nian Bemerkungen 
Temp geengt “ 
z ccm “0 mg 9/5 
1 30./VI. 08 20° 27,60 8,90 0.24 25,60 0,093 Gewicht 2370g 
2 2/VIT. 08 265° 26,55 8,60 0,28 27,76 0,104 2150 g 
3 10, VII. 08 18° 27,70 10,20 0,21 24,50 0,088 2395 g 








1) Nach 
2) Nach 
3) Nach 
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Bang 0,108 ° 9. 
Bang 0,109 °/,. 
Bang 0,132 °/,. 
4) Das Tier befand sich in 


einem Kihlraum. 
ind 13. 
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Versuch V. 
Hund, weiblich. 
Aliquoter Teil . 
- Luft- Blut “in- |. Blut-Zucker 
Nr Datum Temp BA Zucker Bemerkungen 
a com o mg °/o 
1 | 25./V.08 15° | 33,70 8,40 0,27 28,78 0,085 Gewicht 18 000g 
2a} 2./VI. 08 29° 27,60 9,60 0,23 26,55 0,096 \ 0,096 Am 27./V. Junge ge- 
2 34,50 10,20 0,26 38,27 0,096 J worfen, siugt nicht 
3a | 18./VI.08  24°f 28,20 8,00 0,25 23,80 0,085 1 9 094 
8b L 29,35 | 7,70 0.82 29,80 0,102 J 
4a | 27./VII.08 22°f 26,93 9,80 0,22 24.45 0,091 i 0.092 
4b XU 27,85 | 9,85 0,23 | 25,77 0093 f° 
4c | */, Stunde g 27,45 9,20 0,26 | 27,02 0,098 |, 0,096 
> 
4d | nach au. b \ 28,90 10,20 0,24 27,32 0,093 { ° 
Versuch VI. 
Hund, mannlich. 
Aliquoter Teil p 
Nr Datum Temp. Blut soamat Zucker Blut-Zucker Bemerkungen 
g em °/o mg 
1 10./VI.08 18,5° 41,00 9,80 0,29 39,32 0,096 Gewicht 8110 ¢ 
2a | 25./VI.08 25° ¢ 25,80 10,20 0,14 16,98 0,0661), 
2b L 35,35 9,90 0,24 29,06 0,0822) 974 » 86008 
8a} 6./VII.08 17° ¢ 29,90 7,60 0,25 22,11 0,074 y 
8b L 30,55 | 10,10 0,20 23,23 0076 =f 9975 . 86008 
4a | 23./VII.08 22° ¢ 31,60 10,20 0,21 26,78 0,035 4 
4b VL 31,80 8,20 0,27 26,84 0,084 f%°S . S8210g 
Sa | 24./VIT.08 21° ¢ 30,15 9,65 0,24 26,57 0,088 . 
5b Y 82,00 9,00 0,25 25,93 0081 ¢%95 » 81208 
1) Nach Bang 0,101 °/,: 
2) Nach Bang 0,109°/,. 
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Versuch VII. 


Hund, weiblich. 


If. 131 





Nr. Datum Temp. Blut 
g 
ia | 12./VI.08 18° ¢ 28,20 
1b \ 35,00 
2a | 27. VI.08 18° ¢ 40,80 
2b \ 37,80 
3a | 9./VII.08 17° ¢ 28,80 
3b \ 31,60 


4 14./VII. 08 24° 28,28 


5a | 20./VII.08 25° ¢ 31,90 





Aliquoter Teil 


ein- zuck Blut-Zucker 
geengt uc er 

ecm /0 mg e'o 

9.80 0,23 26,69 0,095 

9,90 0,26 32,47 0,093 J 

8,80 0,24 25,47 0,086 

8,50 0,30 30,69 0,097 


9,10 0,25 26,04 0,092 


' 0,094 


, 0,092 


\ 0,083 


Bemerkungen 


Gewicht 12650 g, 
trichtig 


In der Nacht vom 
8.—9./VII. 4 Junge 
geworfen, 
Gewicht 11470 ¢ 
Blut stark fetthaltig, 
sdiugt 3 Junge, 
Gewicht 10300 « 


Blut stark fetthalt'g 











5b L 30,20 9,70 0,22 24,93 0,083 siugt 3 Junge, 
Gewicht 10 550 z 
6a | 21./VII.08 19° ¢ 27,20 9,40 0,20 | 21,46 0,079 i 0.087 Biut stark fetthaltig 
6b L 28,90 12,65 0,19 27,42 0,099 f° = singt 3 Junge, 
Gewicht 10 250 g, 
Versuch VIII. 
Hund, weiblich. 
Aliquoter Teil 
Nr Datum Temp Blut Pm Zucker Blut-Zucker Bemerkungen 
g ccm %'o mg e'o 
la | 3. VII.08 22° ¢ 26,15 8,50 0,22 20,56 0,079 , 7 j Blut aus beid n 
1b | 10 Minuten L 29.40 9,40 0,20 21,13 0,072 j0,076 Gewicht 9590 Jugularvenen 
nach a Interval! au. b 
ca. 10 Minuten 
2a | 8./VII.08 22° f 27,00 8,10 0,22 19,31 0,0724) ) 
2b L 90,60 9,50 0,15 15,76 0,076 2) §%074 9140 
38a | 13. VII. 08 29° § 26,70 8,80 0,21 20,40 0,076 ; 
3b L 26.40 8,30 0,22 2055 6,073 f%77 =» += 9540 
4a [| 16./VII.08 21° § 35,50 9,00 0,25 26,15 | 0,074 \ an 
4b L 34.95 8,50 0,25 24,93 | 0,071 £978 av 
5a }17. VIT.08 24° f 31,15 10,00 0,22 25,17 0,081 \ as 
( ¢ /( 
5b L 35,55 9,80 0,25 | 28,11 0,079 0980 985 
6a | 31./VII.08 23° § 24,40 8,80 0,18 18,05 0,078 , _ : 
6b L 9675 9,60 0,19 21,19 0,078 £078 enw 
6c 1/, Stunde f 27,65 9,00 0,20 20,88 0,076 \ 
0,077 
6a If spater alsau.b\ 27,47 8,96 0,21 21,19 0,073 f°?” 


1) Nach Bang 0,096 °/,. 
2) Nach Bang 0,100°/). 








Beitrag zum Wesen der Antikomplementwirkung. 
Von 
v. Dungern und Coca. 
(Aus dem Institut fiir experimentelle Krebsforschung in Heidelberg.) 


(Eingegangen am 8. August 1908.) 


Bekanntlich entsteht eine Antikomplementwirkung, wenn 
geléste Antigene mit entsprechenden Immunk6rpern zusammen- 
treffen. Zur Erkliarung hat man angenommen, daB das Kom- 
plement durch das System Immunk6rper-Antigen gebunden wird. 

Diese Anschauung laBt sich jedoch nicht durch Bindungs- 
versuche sicherstellen; sie beruht nur auf einem Analogieschlusse. 
Wir méchten daher iiber eine Beobachtung berichten, die uns 
geeignet erscheint, diese Auffassung vom Wesen der Anti- 
komplementwirkung zu stiitzen. 

Wir untersuchten die Wirkung eines durch Vorbehandlung 
eines Kaninchens mit Hiihnerserum gewonnenen Immunserums 
gegen verschiedene Dosen von Kaninchenkomplement. Es 
zeigte sich bei der Vereinigung mit Hiihnerserum eine starke 
Antikomplementwirkung. Diese verschwand aber auffallender- 
weise vollkommen, wenn geniigend lange gewartet wurde. 


Versuch. 

Das Immunserum, welches */, Stunde auf 60° erwirmt 
worden war, pracipitiert Hiihnerserum */,, ccm in der Dose von 
/,¢. ccm. Es wird immer in der Menge von */,, ccm _ ver- 
wandt. Das Hiihnerserum wird immer in der Menge von 
*/,9 ccm benutzt. Das Kaninchenkomplementserum wird ab- 
gestuft und in der Menge von */,, ccm bis */,,, ccm zugesetzt. 

Das Kaninchenserum wird zusammengebracht mit Hiihner- 
serum oder mit Immunserum oder mit beiden, und entweder 
*/, Stunden oder 5'/, Stunden zusammen gelassen. Dann er- 
folgt Zusatz von Rinderblut, das mit Immunkérper beladen 
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ist. Zur weiteren Kontrolle wird noch das Komplementserum 
allein gepriift. 

Totale Lésung tritt in der Kontrolle ein bei */,, cem nach 
12 Minuten, */,, nach 27 Minuten, */,, nach 4'/, Stunden. 

Das Hiihnerserum fiir sich allein bewirkt nur eine geringe 
Hemmung. Wennes */, Stunden eingewirkt hat, so tritt totale 
Lésung ein bei */,, Komplementserum wie in der Kontrolle, 
bei */,, wie in der Kontrolle, bei '/,, etwas langsamer, nach 
4'/, Stunden noch nicht. Wenn es 5'/, Stunden eingewirkt 
hat, tritt die Lésung ein bei */,, Komplementserum wie in 
der Kontrolle nach 12 Minuten, bei */,, nach 29 Minuten, bei 
1/,, nach 4'/, Stunden noch nicht. 

Immunserum allein hemmt noch etwas starker. Nach 
*/, stiindiger Einwirkung hamolysiert */,, com Komplementserum 
nach 14 Minuten, */,, nach 3'/, Stunden, */,, lést nach 
4'/, Stunden noch nicht. Nach 5*/,stiindiger Einwirkung 
hamolysiert */,, ccm nach 26 Minuten, */,, nach 3'/, Stunden, 
2/9 16st nach 4*/, Stunden noch nicht. 

Viel starker aber ist die Wirkung bei der Vereinigung von 
Antigen und Antikérper. Nach */,stiindiger Einwirkung tritt 
die Blutlésung erst ein durch */,, com Komplementserum nach 
2 Stunden, durch */,, nach 10 Stunden; nach 5*/,stiindiger 
Einwirkung durch */,, ccm erst nach 10 Stunden, durch */,, 
nach 16 Stunden. 

Nach 24 Stunden sind alle Reihen gleich. */,, ccm hat 
iiberall total gelést, */,, dagegen nicht total. 

Wir erkennen also, daB bei der Antikomplementwirkung 
des benutzten Systems keineswegs eine Zerstérung des Kom- 
plementes stattfindet. Auch eine Modifikation des Komplementes 
ist nicht anzunehmen. Wir sehen ja, daB auch die kleinste 
Komplementmenge, die iiberhaupt ausreicht, um das mit Immun- 
kérper beladene Blut aufzulésen, durch die Antikomplement- 
wirkung nicht dauernd gehemmt wird. 

Es kann nur eine Aufnahme des Komplementes von seiten 
des in der Fliissigkeit mit Immunkérper vereinigten Antigens 
vorliegen, die in diesem Falle keine feste ist. 

Ob es sich dabei um eine chemische Bindung handelt, die 
reversibel ist, oder nur um eine Lésung, mag dahingestellt bleiben. 














Ein Heibatherextraktionsapparat. 
Von 
Wilhelm Kulka, 
k, u. k. Regimentsarzt derzeit in Teschen (Schlesien). 


(Aus dem Laboratorium fiir med. Chemie der k. u. k. Universitat in Wien.) 
(Eingegangen am 9. August 1908.) 
Mit 1 Figur im Text. 


AnlaBlich einer eingehenderen Beschaftigung mit chemischen 
Untersuchungen der Gehirnsubstanz sah ich mich, da der von 
Thudichum konstruierte Apparat') mir wegen seiner Un- 
zulanglichkeit und wohl auch wegen des hohen Kostenpunktes 
(Platinblase) nicht zusagte, gendtigt, zur Darstellung und 
Scheidung der verschiedenen Produkte in Anlehnung an die 
Untersuchungen Thudichums einen Apparat zu konstruieren, 
mit dessen Hilfe auf leichte und bequeme Art eine sich selbst 
regulierende Extraktion mit heiBem Ather erméglicht werden 
sollte. Es gelang, dieses Problem in sehr einfacher und, was 
nicht unwesentlich ist, auch wenig kostspieliger Weise zu lésen. 
Trotzdem ware von einer Publikation desselben vor Abschlu8 
der Arbeit abgesehen worden, wenn nicht die in der letzten 
Zeit erschienenen Arbeiten und Kontroversen iiber Lipoide und 
lipoidahnliche Substanzen der verschiedensten Herkunft mich 
dazu veranlassen wiirden. 

Da meine Arbeiten durch eine Reihe unvorhergesehener 
iiuBerer Griinde eine Unterbrechung auf langere Zeit erlitten, 
wollte ich wenigstens den Apparat, von dessen richtiger An- 
wendung bei den Untersuchungen in der obengenannten Frage 
mancher Nutzen zu erwarten sein diirfte, zur allgemeineren 
Kenntnis bringen, zumal die im Apparat stattfindende Er- 


1) Beschrieben in Thudichum, Die chem. Konstitution des Gehirns 
der Menschen und Tiere. Tiibingen 1901. 
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warmung bei Ather héchstens 32 bis 33° betragt, bei welcher 
Temperatur die in Frage kommenden Materien, soweit bekannt, 
noch keine Zersetzung erleiden. 

Bemerken will ich noch, daB es mir schon bei der Dar- 
stellung von Lecithin aus HiihnereiweiB nach 
der Methode von Bergell') aufgefallen war, 
da8B nach der Behandlung des Kadmium- 
chloridniederschlages statt mit kaltem Ather, 
mit warmen Ather in dem hier beschriebenen 
Apparate ein wachsartiges, fast rein weiBes, 
geruchloses, konstantes Praparat erhalten 
wurde, das auch, nachdem es mehrere Mo- 
nate wahrend der warmen Jahreszeit in einem 
nicht gerade Hervorragendes leistenden Eis- 
kasten aufbewahrt worden war, kaum nennens- 
werte Veranderungen bot. 

Ob das nun mit der vollstandigeren 
Entfernung der von Ulpiani*) und Ber- 
gell*) beschriebenen Oleyllecithine  zu- 
sammenhing, habe ich damals nicht unter- 
sucht. 

Beschreibung des Apparates.*) 
Derselbe stellt auf den ersten Anblick gleich- 
sam eine Modifikation (allerdings eine sehr 
wesentliche) des allbekannten Soxhletschen 
Extraktionsapparates dar. Er besteht aus 
drei Teilen, zu denen als vierter der Kolben 
kommt: 1. dem zum Mantelrohr genau an- 
geschliffen passenden Schlangenkiihler (A der 
nebenstehenden Figur), 2. dem unten in eine 
engere Rohre iibergehenden Mantelrohr (B), Fig. 1. 
das entweder am unteren Ende mit einem 
genau passenden Anschliff an das Kélbchen (D) [4.] versehen ist 
(zum Apparat werden in der Regel zwei geliefert) oder ohne das 





1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 33, 2584, 1900. 

2) Gaz. chim. ital. 31, II, 47 ref.im Chem. Centralbl. 1901, IJ, 30 u. 193. 

3) Leo. 

4) Derselbe wird in der hier angegebenen Form von der Firma 
Paul Haak, Glasbliserei in Wien IX, “Garelligasse, ausgefiihrt. 
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letztere verfertigt wird, wobei dann die Verbindung an ein weit- 
halsiges Kolbchen durch einen gut passenden, vorher gut mit 
Ather usw. gereinigten Korkstopfen hergestellt werden kann, 
3. kommt hierzu der Einsatz (C) mit Heberohr (#). 

Ad 1. Um Verdampfungsverluste und auch Feuergefiahrlich- 
keit zu vermeiden, dient ein 21 cm langer, 5'/, cm breiter 
Schlangenkihler mit etwa sieben Windungen von entsprechend 
weiter Lichtung mit zwei Ansatzen fiir die Wasserfiihrung. 
Der Anschliff mu8 gut an den Schliff des Mantelrohres an- 
passen, soll jedoch nicht iiber 2*), cm in dasselb ehineinragen. Am 
unteren Ende ragt ein an der lingeren Seite nicht iiber 1"/,cm 
langer abgeschragter Stumpf des Steigrohres in den Apparat (St.). 

Ad 2. Der Mantel ist ungefahr ebenso breit wie der 
Kihler, ein 22 cm langer Glaszylinder, der am unteren Ende 
entweder a) in eine etwa 2cm weite, ca. 6 cm lange Réhre mit 
Anschliff fiir den Kolben, oder b) in eine an der langeren Seite 
ca. 7cm lange abgeschrigte Roéhre iibergeht. 

Ad 3. Der Einsatz (Fig. 2) besteht aus einem Glaszylinder 
von 4 cm innerer Weite, 17 cm Lange, ist unten geschlossen 
und hat am Boden anschlieBend ein Heberohr (H), das an der 
AuBenseite zweimal knieférmig umbiegend sich eng an den 
Zylinder anschmiegt, der kiirzere Arm ist ca. 14 cm lang, der 
langere ca. 17 bis 18 cm, gleichfalls am unteren Ende ab- 
geschragt. Die innere Weite ist 3 bis4 mm. Zur Stabilisierung 
des Einsatzes befinden sich an der oberen und unteren Peri- 
pherie einige Glaszapfen. Der Raum zwischen Mantel und Ein- 
satz ist also ringsherum rund 0,5 cm breit. Die Entfernung 
des oberen Heberrohrknies vom oberen Rande des inneren 
Zylinders 3 cm. 

Um plétzliche Uberhitzung und StoBen zu vermeiden, mu8 
der Kolben mindestens 500 ccm (mehr als das Doppelte des 
Volumens im Einsatz bis zur Biegung des Steigrohres) betragen. 
Auch ist es gut, am Boden des Einsatzes ein Fléckchen Glas- 
wolle zu legen. 

Die Funktion des Apparates diirfte nach einem kurzen 
Blick auf die nebenstehende Figur klar sein. Dem Apparat 
wird durch ein Wasserbad Warme zugefiihrt. Der verdampfende 
Ather steigt im Mantelraum bis zum Kihler auf, kondensiert 
sich dort und tropft in den Einsatz herab. Dort sammelt er 
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sich, bis sein Niveau das obere Knie des Heberrohres iiber- 
schreitet, worauf er beladen mit dem Extrakte durch die 
Wirkung des Hebers fast vollstiindig wieder in den Kolben 
abgesaugt wird wie beim Soxhlet-Apparat, worauf das Spiel 
von neuem beginnt. 

Das wesentliche ist aber hier, da8 der ringsum im Mantel- 
raum aufsteigende Atherdampf (beim ,,Soxhlet‘ steigt er in 
einer auBen befindlichen Réhre auf) einen groBen Teil seiner 
Kondenswarme an den Einsatz abgibt und dessen Inhalt (mit 
dem wieder kondensierten Ather) auf einer nahe der Siede- 
temperatur des Athers befindlichen Wiarmestufe (rund 30°) 
konstant erhalt. 

Die zu extrahierende Substanz wird in bekannter Weise 
in unten und seitwarts geschlossene Zylinder aus starkem reinstem 
Filtrierpapier gefiillt. Das Papier mu8 stark und dicht sein, 
da der Zug beim Absaugen ein ziemlich kraftiger ist. 

Der hier beschriebene Apparat wurde in seinen Dimensionen 
fiir Ather (Siedepunkt 35°) berechnet. Fiir Manipulationen mit 
anderen, zwar héher aber doch noch auf dem Wasserbad leicht 
siedenden Mitteln, wie Chloroform (62°), Athylalkohol (79,4°), 
Benzol (80°) und Schwefelkohlenstoff (46°) usw., ware er gleich- 
falls zu benutzen, doch ware dann eine Verlangerung resp. Ver- 
kiirzung des Heberohres je nach der beabsichtigten Temperatur 
anzubringen, wobei z. B. bei dem feuergefahrlichen Schwefel- 
kohlenstoff auch der Kiihler zu verstirken wire. Auch zur 
quantitativen Fettbestimmung kann der Apparat verwendet 
werden, wobei der Apparat den Vorteil des rascheren Arbeitens 
fiir sich hat. 

Die gesamte im Apparat befindliche Fliissigkeit soll nie 
mehr als etwas iiber die Halfte des Kolbenvolumens (also nicht 
iiber 280 ccm) betragen. Auch ist wegen der starken Extraktions- 
wirkung, wobei es rascher zur Ubersiattigung und Niederschlags- 
bildung im Kolben kommt, eine gute Kontrolle und recht- 
zeitige Entfernung des Niederschlages resp. Wechseln des Kolbens 
notwendig. 

Der Apparat wurde fiir meine bisherigen Bediirfnisse aus 
Glas angefertigt, doch ware eine Anwendung des Prinzips mit 
anderem Material fiir andere Zwecke ganz gut mdglich. 














Eine Farbenreaktion im Harne Kachektischer. 
Von 
Otto Gaupp. 
(Aus der Med. Klinik der Akademie fiir prakt. Medizin zu Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 10. August 1908.) 


In den Therap. Monatsheften 1905 berichtete C.Strzyzowski 
iiber eine Urinreaktion, die haufig bei schwerem Diabetes auf- 
tritt und von schlechter prognostischer Bedeutung sein sollte. 
Die Reaktion selbst bestand darin, daB im Urin nach Zusatz 
einer 5°/,igen Lésung des offizinellen Formaldehyds im Verlauf 
von 24 bis 48 Stunden bei Zimmertemperatur ein griin-fluores- 
cierender Farbstoff entsteht. 

Weitere Untersuchungen desselben Autors') zeigten dann, 
da8 die Starke der Reaktion mit dem Gehalt des Urins an 
Acetessigsiure Hand in Hand zu gehen pflegt. 

Schilling*) unterzog die Resultate einer Nachpriifung und 
fand, daB nur bei Zuckergehalt von iiber 4°/, die Reaktion 
positiv ausfiel, doch gab mit Hefe vergorener Urin, bei dem 
die Reaktion anfanglich vorhanden war, auch nachher die 
Reaktion, so da8B dem Zuckergehalt an sich kein Einflu8 auf 
das Eintreten der Reaktion beizumessen ist. Weiterhin spricht 
Schilling dem Aceton und der /-Oxybuttersiure jeglichen 
Anteil an dem Zustandekommen der Reaktion ab; er glaubt, 
daB es sich um einen bisher unbekannten Farbstoff handeln 
miusse. 

Auch Kiihn®) glaubt nach seinen Untersuchungen annehmen 


1) Strzyzowski, Pharmaz. Post 49, Nr. 1. 
2) F. Schilling, Centralb!. f. inn. Med. 1905. 
3) Kiihn, Miinch. med. Wochenschr. 1907, Nr. 27. 
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zu miissen, da8 die Realtion bedingt sei durch ein unbekanntes, 
dem Diabetes spezifisches Stotfwechselprodukt. 

Ich habe mich ebenfalls langere Zeit mit dieser Reaktion 
beschaftigt und schon kurz in der Rheinisch-Westfalischen Ge- 
sellschaft fiir Innere Medizin und Nervenheilkunde') meine da- 
maligen Resultate mitgeteilt. 

Was die Verhiltnisse bei Diabetes anlangt, so kann ich 
im groBen und ganzen die Resultate der friiheren Untersucher 
bestatigen. Doch glaube ich, was gerade die prognostische 
Seite der Reaktion anlangt, im Gegensatz zu anderen Unter- 
suchern, wie: Strzyzowski”), Rabow’), einige Einschrankungen 
machen zu miissen; so beobachte ich jetzt, um nur ein Beispiel 
anzufiihren, eine Patientin mit Diabetes schon ein ganzes Jahr, 
die die Reaktion ununterbrochen gibt bei leidlichem Wohl- 
befinden. 

Weiter ist zu erwahnen, daB ich meine Untersuchungen 
auch auf andere Krankheiten ausgedehnt habe und daB ich 
bei der Mehrzahl der mit Kachexie einhergehenden Krankheiten 
ebenfalls positiven Ausfall der Reaktion bekam. Z. B. war ein 
positiver Ausfall der Reaktion bei vielen Lungenphthisen im 
indstadium, bei Magen- und Lebercarcinomen usw. zu ver- 
zeichnen, es handelte sich also immer um Fille, die mit starkem 
Eiwei®zerfall einhergehen. 

Michaud*) zieht aus seinen Untersuchungen den SchluB, 
daB die Reaktion lediglich auf die Zersetzung der Acetessig- 
siure durch Formaldehyd zuriickzufiihren sei, auch wies er 
nach, daB weder Acet- noch Benzaldehyd die Reaktion be- 
wirken. Ich kann ihm darin beistimmen, daB eine Zersetzung 
der Acetessigsiure durch Formaldehyd stattfindet, denn auch 
wir sahen im Urin die vorher positive Eisenchloridreaktion 
verschwinden. Doch ist es uns nie gelungen, durch Zusammen- 
bringen von Formalin und Acetessigséure in vitro die Reaktion 
hervorzurufen, wahrend nach Zusetzen von Formaldehyd und 
Acetessigséure zu normalem Urin der griin-fluorescierende Farb- 
stoff, wenn auch in geringen Mengen, regelmaBig entstand. 


1) Gaupp, Miinch. med. Wochenschr. 1908, Nr. 24. 
2) Strzyzowski, Pharmaz. Post 49, Nr. 1. 

8) J. Rabow, Therap. Monatsh. 1905. 

4) Michaud, Arch, f. klin. Med. 92. 
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Weiter fiel, wie schon erwahnt, bei Urinen, die z. B. von 
Patienten mit Magencarcinomen stammten, die Reaktion meistens 
sehr deutlich aus, trotzdem die Eisenchloridreaktion gerade 
positiv war. 

Es schien nach alledem noch nicht ganz sichergestellt zu 
sein, daB nur die Acetessigsiure allein die Ursache fiir das 
Zustandekommen dieser Reaktion ist, sondern es lag die Frage 
nahe, welcher weitere Bestandteil des Urins von Kachektischen 
spielt bei dem Auftreten der Reaktion noch eine Rolle. Es 
kommen hier verschiedene Endprodukte des Eiwei8stoffwechsels 
in Betracht und da allen den vorhin erwahnten Krankheiten 
gemeinsam ist, daB bei ihnen der Ammoniakgehalt im Urin 
vermehrt ist (vgl. v. Noorden, Handb. d. Pathol. u. d. Stoff- 
wechsels), so lag die Annahme nahe, daf derselbe bei dem 
Zustandekommen der Reaktion mitbeteiligt sein kénnte. 

Wir brachten deshalb Acetessigesther, Ammoniak und 
Formalin im Verhaltnis des Molekulargewichts, also wie 13:17: 46 
zusammen und sahen im Verlauf einer Stunde einen griin- 
fluorescierenden Farbstoff entstehen, der noch an Intensitat 
zunahm, gleichzeitig bildete sich dfters ein gelber Niederschlag, 
der aber durch Fillung mit reichlich bas. Bleiacetat und Am- 
moniak leicht entfernt werden konnte, und man erhielt nach 
Abfiltrieren des Niederschlages die prachtvoll griin-fluorescierende 
Lésung. Bemerken méchte ich noch, daB, wenn man die 
Acetessigsiure durch andere Saéuren, wie Essig-, Milch-, Ameisen- 
siuren usw., ersetzte, die Reaktion ausblieb. Merkwiirdig war 
auch, daB die Reaktion nie in der Starke hervorgerufen werden 
konnte wie bei dem Anstellen derselben mit Urin. 

Um nun mit Sicherheit den Anteil des Ammoniaks an 
der Bildung des Farbstoffes im Urin nachzuweisen, entfernten 
wir (vgl. Neubauer und Vogel, Analyse des Harns) durch 
Fallen mit Phosphorwolframsiure den Ammoniak aus dem 
sauren Urin, welcher die Reaktion vorher deutlich gegeben 
hatte, filtrierten und neutralisierten die zugesetzte Salzsiure 
mit Natronlauge, setzten dann Formaldehyd zu. Wir konnten 
nun konstatieren, daB die Reaktion selbst nach tagelangem 
Stehen ausblieb, nach Zusatz aber von 1 ccm 10°/,igen Am- 
moniaks zu ungefahr 100 ccm des so vorbehandelten Urins 
trat nach Verlauf von kurzer Zeit die Reaktion deutlich auf. 
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Auch der abfiltrierte Niederschlag von Phosphorwolfram- 
siure in verdiinnter Natronlauge gelést und filtriert gab nach 
Zusatz von 5 Tropfen Acetessigesther und 2 ccm 40°/, igen 
Formalins nach einigen Stunden deutlich die Reaktion. Hier- 
nach kann es keinem Zweifel unterliegen, daB sowohl die 
Acetessigsiure wie der Ammoniak an der Bildung dieses Farb- 
stoffes mit beteiligt sind. 

Es ist uns auch gelungen mit einiger Modifikation der 
Methode Strzyzowskis, den Farbstoff rein darzustellen, und 
zwar sowohl aus Diabetikerurin wie aus der sozusagen syn- 
thetisch dargestellten Lésung. 

In ihrem chemisch-physikalischen Verhalten stimmen beide 
K6érper vollig iiberein. 

Der Farbstoff bildet keine Krystalle, sondern ist ein rot- 
brauner, lackartiger Koérper. Er lést sich leicht in Wasser, 
Chloroform, Alkohol, Essigather, Benzol, weniger leicht in 
Toluol, Ather und Xylol, gar nicht in Petrolither. Die wasserige 
Lésung war optisch vollig inaktiv, sie absorbierte aber den 
rechten Teil des Spektrums bis zur Linie F. 

Die Fluorescenz war am deutlichsten vor schwarzem Schirm 
und im Magnesiumlicht, vor dem Ré6ntgenschirm trat kein 
Fluorescieren auf. 

Das Resultat meiner Arbeit méchte ich noch einmal da- 
hin zusammenfassen: Die von Strzyzowski beschriebene Urin- 
reaktion ist nicht spezifisch fiir Diabetes, sondern findet sich 
bei der Mehrzahl der mit Kachexie einhergehenden Krankheiten. 
Ihr Auftreten ist an den vermehrten Ammoniakgehalt des 
Urins bei gleichzeitig vorhandener Ausscheidung von Acetessig- 
siure gebunden. 

Beweis dafiir ist, daB es gelingt, durch Zusammenbringen 
von Ammoniak, Acetessigsdure und Formaldehyd die Fluores- 
cenz kiinstlich hervorzurufen. 

Die weitere genaue ehemische Analyse des Kérpers bleibt 
einer spaiteren Arbeit vorbehalten. 


a, 
= Fe Be 











Zur Kenntnis der ,Glucothionsaure“. 
Von 
J. A. Mandel, New York, und C. Neuberg, Berlin. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat Berlin.) 


Zu den normalen Bestandteilen zahlreicher Organe gehért 
nach den Untersuchungen von J. A. Mandel und P. A. Levene’) 
die ,,Glucothionsaure“. 

Die Gewinnung der Substanz beruht darauf, daB das zer- 
kleinerte Organ mit 10°/,iger Kochsalzlésung zwei Stunden 
gekocht, mit 5°/, Natriumacetat versetzt und nach dem 
Abkiihlen 12 Stunden lang mit Natronlauge von 10°/, stehen 
gelassen wird. Nach dem Ansiuern mit Essigsiure wird ge- 
sittigte Pikrinsiurelésung hinzugefiigt; das Filtrat der Pikrin- 
sdurefillung wird mit Alkohol niedergeschlagen, wobei sich 
Nucleinsaure und ,,Glucothionsaéure‘ abscheiden. Dieser Nieder- 
schlag wird in Natronlauge gelést und mit Essigsiure stark 
angesauert, durch Papiermasse auf einer Nutsche filtriert und 
dann mit Kupferchlorid gefallt, wobei unlésliches nucleinsaures 
Kupfer entsteht. Aus dem Filtrat desselben schligt Alkohol 
das Kupfersalz der ,,Glucothionsiure“‘ nieder. Nach dem Aus- 
waschen wird diese Fillung in verdiinnter Salzsiure gelést und 
von nevem mit Alkohol versetzt, wodurch nun die freie ,,Gluco- 
thionsiure“ erhalten wird. Dieselbe soll durch inniges Ver- 
reiben mit Eisessig, der anhaftendes Eiwei8 sowie Nucleinsiure 
lést, von Verunreinigungen befreit worden. SchlieBlich wird 
noch einmal aus wasseriger Lésung durch Alkohol umgefallt. 

Nach diesem Verfahren erhielten Mandel und Levene 








1) J. A. Mandel und P. A. Levene, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
45, 386, 1905. 
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die ,,Glucothionséure‘“‘ aus der Niere, der Leber, der Milch- 
driise und dem Pankreas, und zwar sollen die Priparate in 
allen Eigenschaften mit der Substanz aus der Milz iiberein- 
stimmen, die Levene') nach demselben Verfahren aus diesem 
Organe dargestellt hat. 

Uber die chemische Natur der ,,Glucothionséure“ ist wenig 
bekannt, selbst ihre elementare Zusammensetzung steht nicht 
fest. Es liegen hauptsachlich Schwefel- und Stickstoffbestim- 
mungen vor. 

Der folgende prozentische Gehalt ist angegeben®) fiir die 
freie ,,Glucothionsaéure“ aus 





N N) 
DOP « «s&s -« 2% 2,71 1,42 

bis 4,93 bis 3,69 
Leukocyten*) ..... 4,66 3,07 
Milchdriise ...... 4,38 2,65 
rae ee 5,43 3,00 
eg a a re ae 4,99 3,94 
ee ec ee 4,65 2,43 





und fiir das Bariumsalz der Substanz aus 





| N s Ba 
Milchdriise . . 3,18 3,48 9,81 
Sehnenmucin*) 2,80 4,85 19,02 


Als sicher definiertes Spaltungsprodukt ist bisher allein 
bei der Hydrolyse mit Salzsiure die Schwefelsiure erhalten, 
die zweifellos in Form einer gepaarten Saure vorhanden ist. 

Ferner ist die Gegenwart einer oder mehrerer Kohlen- 
hydratgruppen dargetan; denn nach der Hydrolyse reduziert 
die ,,Glucothionsiure“‘ die Fehlingsche Lésung. 

Die Substanz aus Sehnenmucin gibt die Orcinprobe und 
bei Salzsauredestillation Furfurol; nach der Hydrolyse er- 


1) P. A. Levene, Zeitschr. f. physiol. Chem. 37, 400, 1903. 

2) J. A. Mandel und P. A. Levene, Zeitschr. f. physiol. Chem. 
45, 386, 1905. 

3) J. A. Mandel und P. A. Levene, diese Zeitschr. 4, 78, 1907. 

4) P. A. Levene, Zeitschr. f. physiol. Chem. 89, 1, 1903. 
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hielt Levene’) mit p-Bromphenylhydrazin ein von der ent- 
sprechenden Glucuronsiureverbindung verschiedenes Osazon. Die 
Substanz aus der Milz gab bei der Salzséuredestillation nur 
eine geringe Furfurolmenge und eine atypische Orcinprobe. 
Aus der hydrolytisch gespaltenen Saure stellte Levene ein 
Hexosazon vom Schmelzpunkt 205° dar. 

Spuren von Furfurol und ein bei 196° schmelzendes, aber 
nicht analysiertes Osazon gewannen Mandel und Levene aus 
der ,,Glucothionséure‘‘ der Milchdriise. 

Diese Zusammenstellung lehrt, daB die ,,Glucothionséuren“ 
verschiedener Herkunft eine recht ungleiche Zusammensetzung 
aufweisen. Die als charakteristisch betrachteten Zahlen fiir 
Stickstoff und Schwefel differieren um mehr als _hundert 
Prozent voneinander. 

Die Identitaét dieser Séuren ist deshalb wohl unbewiesen. 
Es ist jedoch méglich, daB® sie trotzdem besteht und die Ab- 
weichungen durch die Schwierigkeit der Reindarstellung be- 
dingt sind. 

Die vorhandenen Daten sind viel zu diirftig, um an die 
Aufstellung einer Bruttoformel fiir ,,Glucothionsdéure“ zu gehen. 

Bevor man iberhaupt hieran denken kann, ist es ndétig, 
die Einheitlichkeit der ,,Glucothionséure‘“‘ zu priifen. Denn es 
besteht nach den so erheblich differierenden analytischen Zahlen 
fiir N und § ein starker Verdacht, da8 hier Gemische vorliegen. 

Fiir diese Priifung wahlten wir die ziemlich leicht erhalt- 
liche ,,Glucothionséure‘‘ aus Nieren (vom Rind), die der eine 
von uns (M.) genau nach der von ihm gemeinsam mit Levene 
mitgeteilten Vorschrift hergestellt hatte. 

Die Substanz zeigte das Aussehen und die Eigenschaften, 
die allgemein fiir ,,Glucothionsaure’ angegeben sind. 

Der Stickstoffgehalt war 4,53 °/,, 

der Schwefelgehalt war 2,63 °/,. 

Die qualitative Priifung ergab das Vorhandensein von 
Schwefelsiure in gepaarter Form. Erst nach vorauf- 
gegangenem Kochen mit Salzsiure erzeugte Bariumchlorid eine 
Fallung von Bariumsulfat. 

Zu unserer Uberraschung erwies sich die Substanz auch als 
betrachtlich phosphorhaltig. 


1) Le. 
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Die zur Gewichtskonstanz getrocknete Verbindung enthielt 
1,34°/, P oder 3,07°), P,O,. 

Es lag nahe, eine Verunreinigung mit einer Nucleinsaure anzu- 
nehmen. Obgleich das Praparat bereits der auf eine Beseitigung 
von Nucleinséure abzielenden Behandlung mit Eisessig und 
darauffolgender Umfallung aus Wasser genau nach Levenes 
Vorschrift unterworfen war, wurde diese Prozedur wiederholt. 
Aber weder hierdurch noch durch eine fraktionierte Fallung 
mit Phosphorwolframsiure usw. gelang eine Trennung in 
einen phosphorfreien und phosphorhaltigen Anteil. Daraus 
mu8 man schlieBen, daB entweder die bisherige Methode zur 
Darstellung von ,,Glucothionsaiure‘‘ unzureichend oder dai 
der Phosphor ein friiher tibersehener Bestandteil der ,,Nieren- 
glucothionsaure“ ist. 

In welcher Form der in den ,,Glucothionsduren“ jeglicher 
Herkunft gefundene Stickstoff (N = 2,71 bis 5,43°/,) zugegen 
ist, dariiber liegen bis jetzt keinerlei Angaben vor. 

Nach 10stiindiger Hydrolyse mit siedender verdiinnter 
Schwefelsiure von 2°/, erhalt man eine Lésung, in der nach 
Filtration von wenig Huminstoffen Phosphorwolframsaure eine 
starke Fallung organischer Stickstoffverbindungen erzeugt. Mit 
ammoniakalischer Silberlésung entsteht gleichfalls ein massiger 
Niederschlag. Durch Zerlegung beider erhalt man Purine, 
darunter ein durch Pikrinséure fallbares. Eine Aufteilung der- 
selben lag nicht im Plane dieser vorlaufigen Untersuchung, 
ebenso unterblieb die Priifung auf Pyrimidine. 

Weitere orientierende Versuche betrafen die Natur der 
Kohlehydratgruppe. Ob eine solche in der ,,Nierenglucothion- 
siure‘‘ vorhanden ist, war bisher nicht festgestellt. 

Der positive Ausfall der Molisch-Udranskyschen Probe 
und der Tollensschen Orcinreaktion’) zeigten die Gegenwart 
einer Zuckerkomponente an. 

Weiter stellten wir fest, daB die Saiure im Gegensatz zu 
der entsprechenden Verbindung aus Milz und Milchdriise bei 
der Salzsduredestillation nach Tollens relativ reichlich Fur- 
furol, mindestens 5°/,, ergibt. 


1) Letztere verlief durchaus typisch im Gegensatz zu Levenes 
Angaben fiir die .,Glucothionsiiure’* aus der Milz. Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 37, 401, 1903 

Biochemische Zeitschrift Band 13. 10 
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Die Hydrolyse mittels verdiinnter Schwefelsdure (10stiin- 
diges Erhitzen am Riickflu8kiihler zum Sieden mit 2°/,iger 
H,SO,) lieferte eine Fehlingsche Lésung intensiv reduzierende 
Fliissigkeit. 

Zur Priifung auf Traubenzucker wurde dieselbe mit Barium- 
carbonat in gelinder Warme neutralisiert, filtriert, eingeengt 
und dann mit wirksamer Hefe in ein Garungsroéhrchen gebracht. 
Der Ausfall der Garungsprobe war vdéllig negativ. Durch einen 
Zusatz von 1°/, Traubenzucker, der lebhafte Garung zur Folge 
hatte, iiberzeugten wir uns, da8 keine garungshemmenden Stoffe 
zugegen waren. Fiir die Anwesenheit von d-Glucose unter den 
Spaltungsprodukten der ,,Glucothionsdure‘‘ aus Nieren ergab 
sich demnach kein Anhaltspunkt. 

Das Reduktionsvermégen ist nun, wenigstens zum Teil, 
durch eine reduzierende Kohlenhydratsaure bedingt. Denn aus 
der mit Bariumcarbonat neutralisierten und dann eingeengten 
Fliissigkeit fallt starkes Barytwasser einen feinflockigen gelben 
Niederschlag eines basischen Salzes. Nach dem Auswaschen 
wurde es mit verdiinnter Schwefelsaure zersetzt, durch Neu- 
tralisation mit kohlensaurem Baryt in neutrales Salz verwandelt, 
filtriert, eingeengt und mit Alkohol gefallt. Das Bariumsalz ist 
in wasseriger Lésung rechtsdrehend, stickstoflfrei (Lassaignesche 
Probe mit Kalium) und reduziert stark die Fehlingsche 
Mischung. Es gibt die Orcinreaktion und die neue Farbenprobe 
mit Naphtoresorcin, Salzséure und Ather, die jiingst B. Tollens’) 
fiir Glucuronsiure beschrieben hat. Trotz mancher Ahnlich- 
keit méchten wir die Identitaét unseres Spaltungsproduktes der 
,,Glucothionsaéure‘‘ aus Nieren mit der d-Glucuronsiure nicht als 
erwiesen betrachten; zur Analyse reichte das Material an gereinig- 
tem Bariumsalz nicht aus. 

Beziiglich der Eigenschaften der freien ,,Glucothionséure“ 
aus Nieren sei noch erwahnt, da® sie rechtsdrehend ist und 
in prachtiger Weise die Naphtoresorcinprobe*) auch vor der 
Hydrolyse durch Mineralsaiuren gibt. 

Letztere wird iibrigens auch durch Alkalien bewirkt, ein Punkt, 
der fiir die Beurteilung der Bindungsverhiltnisse von Wichtig- 


1) B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 1788, 1908. 
2) Siehe dariiber die folgende Mitteilung. 
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keit ist. Z. B. wird beim Erwairmen mit 10°/,iger Natronlauge 
im Wasserbade bald Alkalisulfat abgespalten, und die gelbe 
Fliissigkeit reduziert zunachst die Fehlingsche Lésung, wih- 
rend nach einiger Zeit das Kohlehydrat unter Braunfiarbung 
zersetzt wird. 

Die voraufgehend mitgeteilten Versuche haben lediglich 
einen orientierenden Charakter, sie zeigen nur, wo die For- 
schung iiber die noch recht unsichere Chemie der ,,Glucothion- 
sdure‘‘ einzusetzen hat. 

Die erste Aufgabe wird darin bestehen, die Einheitlichkeit 
der ,,Glucothionséiure‘’ zu untersuchen. Gegen eine solche 
sprechen auch — nach den Angaben der Literatur — die Be- 
funde von Mandel und Levene’) bei der Saéure aus der Milch- 
driise (siehe auch die Tabelle S. 143). 

Wahrend namlich die freie Saure einen Schwefelgehalt von 
2,65°/, besitzt, weist ihr Bariumsalz einen Schwefelgehalt von 
3,48°/, auf (Durchschnittswert mehrerer Analysen); demnach 
scheint bei der Salzbildung eine Fraktionierung zu erfolgen. 

SchlieBlich mége noch eine Bemerkung zur Nomenklatur 
Platz finden. Der Name ,,Glucothionsaure‘‘ erweckt den An- 
schein, als ob die Saéure eine Sciiwefelverbindung des Trauben- 
zuckers ware, so wie die Glycerinphosphorsiure eine Ver- 
einigung der Komponenten darstellt. Nun enthalt sie einmal 
iiberhaupt keine Glucose unter ihren Spaltungsprodukten; 
dann ist die Bezeichnung ,,Thionsdure‘ fiir die Saéuren mit 
polysulfidartiger Bindung (Dithionsiure, Tetrathionsiure, 
Pentathionséure usw.) reserviert, wahrend in den ,,Glucothion- 
sdiuren‘’‘ doch einfach eine gepaarte Schwefelsiure vorliegt. Ob 
ferner die Schwefelsiure direkt an der Kohlehydratgruppe 
haftet, ist gleichfalls noch ungewiB. Es empfiehlt sich deshalb 
wohl, an Stelle der irrefiihrenden Bezeichnung ,,Glucothionsaure‘‘ 
eine Benennung analog der Chondroitinschwefelsdure einzufiihren, 
vielleicht vorlaufig nach dem Ort der Herkunft, im vorliegen- 
den Falle also kurz: Renoschwefelsaure. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 45, 389 u. 390, 1905. 
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Naphtoresorcin als Reagens auf einige Aldehyd- und 
Ketosauren. 


Von 
J. A. Mandel, New York, und C. Neuberg, Berlin. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitit Berlin.) 


Vor kurzem hat B. Tollens') eine prachtvolle Farben- 
reaktion auf Glucuronsiure beschrieben. Sie besteht darin, daB 
Glucuronséure oder Glucuronséure abgebende Materialien mit 
Naphtoresorcin und rauchender Salzsiure gekocht und nach 
dem Abkiihlen mit Ather geschiittelt werden. Die Atherschicht 
farbt sich dann blau, blauviolett, rotviolett, bei Verwendung 
glucuronsaurehaltiger Harne auch rot und zeigt bei passender 
Konzentration eine rechts an und auf der D-Linie liegendes 
Band im Spektrum. 

Die mit den eigentlichen Zuckerarten, auch mit den 
Pentosen plus Naphtoresorcin und Salzsiure entstehenden Far- 
bungen*) gehen dagegen nicht in den Ather iiber,*) so da 


1) B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 1788, 1908. 

2) B. Tollens, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 41, 1783, 1908. 

8) Dieses verschiedene Verhalten ist iibrigens ein neues Argument fiir 
die von einem von uns 6fter vertretene Ansicht (C. Neuberg, Zeitschr. f. 
physiol. Chem. 31, 564, 1901; Ergebn. d. Physiologie 3, 373, 1094; Handb. 
d. Biochem. 1, 159, 1908), daB die Farbenproben der Zucker mit Phenolen 
nicht auf einer Bildung von Furfurol beruhen, wie vielfach irrigerweise 
angenommen wird. Zwar liefern Pentosen und Glucuronsdure bei der 
Salzsiuredestillation in gleicher Weise Furfurol; aber die Reaktionen von 
Furfurol mit Phloroglucin und Orcin sind von denen der Fiinfkohlen- 
stoffzucker und der Glucuronsaure verschieden. Die Atherléslichkeit des 
Produktes aus Naphtoresorcin und Glucuronsiure zeigt ebenfalls, daB 
letztere (— Carboxy-xylose) sich ganz anders als die Xylose verhilt. 
Ubrigens fanden wir, da8 Furfurol mit Naphtoresorcin und Salzsaure eine 
anfangs fuchsinrote, spiter violette Fillung gibt, die sich schwach gelb- 
braun bis gelbgriin in Ather lést und von der Reaktion der Pentosen und 
der Glucuronsiure vollig verschieden ist. 
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hierdurch im Gegensatz zu der alten Orcin- und Phloroglucin- 
reaktion eine Differenzierung der Glucuronséiure von den Fiinf- 
kohlenstoffzuckern méglich ist. 

Fiir zahlreiche Fragen der physiologischen Chemie ist ein 
einfacher und schneller Nachweis der Glucuronsiure von groBter 
Wichtigkeit. Deshalb schien es uns nétig, die Eindeutigkeit der 
neuen Tollensschen Naphtoresorcinreaktion zu priifen. 

Die ersten Zweifel an ihrer Beweiskraft erregten die Er- 
gebnisse von C. Tollens’) tiber das haiufige Auftreten der 
Reaktion im menschlichen Harn. Er konstatierte in 40 von 
60 Fallen einen, wenn auch zum Teil schwach positiven Aus- 
fall der Probe bei Patienten, die keine Medikamente erhalten 
hatten und — von geringfiigigen auBeren Verletzungen oder 
rheumatischen Erscheinungen abgesehen — normal waren. An 
sich ist dieses Resultat nicht auffallend, denn nach den Fest- 
stellungen von P. Mayer und C. Neuberg®*) ist Glucuron- 
siure in gepaarter Form in geringer Menge ein normaler und 
bei Verarbeitung hinreichender Quantitaéten nachweisbarer Harn- 
bestandteil. Nun aber erhailt man nach eigenen zahlreichen 
Erfahrungen keineswegs bei */, aller untersuchten Harne einen 
positiven Ausfall der alten B. Toilensschen Orcinreaktion, ob- 
gleich dieselbe (nach einigen orientierenden Versuchen) an sich 
keinesfalls weniger empfindlich als die neue Naphtoresorcin- 
probe, eher schiarfer ist. Da die Orcinreaktion ja bekanntlich 
auch von den Pentosen gegeben wird, sollte man um so mehr 
ein haufiges, positives Auftreten mit Harn erwarten. Das ist 
aber nicht der Fall. 

Von Substanzen, die ev. mit Naphtoresorcin und Salzsaure 
wie die Glucuronséure reagieren kénnten, mute man zuniachst 
die analogen Aldehyd- und Ketosauren in Betracht ziehen. 

Tatsichlich zeigte sich sofort, daB die der Glucuronsiure 
isomere Aldehydschleimsaure, C,H,,0,, von E. Fischer*) 
die gleiche Farbung annimmt. 

Bemerkenswert ist, da8 auBer den Séuren der 6-Kohlen- 


1) C. Tollens, Zeitschr. f. physiol. Chem. 56, 115, 1908. 
2) P. Mayer und C. Neuberg, Zeitschr. fs physiol. Chem. 29, 
256, 1900. 
3) E. Fischer, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 23, 937, 1890 und 24, 
2136, 1891. 
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stoffreihe auch die niedrigeren Glieder sich ebenso verhalten. 
Wie vor kurzem von Neuberg') mitgeteilt worden ist, kénnen 
die Ketosaiuren der allgemeinen Formel CH,OH—(CHOH),— 
CO—COOH, die bisher nur schwer zugianglich waren, durch 
Elektrolyse der entsprechenden Oxysauren 
CH,OH—(CHOH),—CHOH—COOH 
gewonnen werden. Die Siéuren der C,- bis C,-Reihe geben 
simtlich mit Naphtoresorcin und Salzsiure eine Fallung, die 
sich in Ather mit schén blauer bis violettroter Farbe lost. 
Ebenso verhalt sich eine aus Erythrit gewonnene Saure C,H,O, 
der Formel COOH—CHOH—CHOH—CHO bzw. COOH—CO— 
CHOH—CH,OH bzw. COOH—CHOH—CO—CH,OH*%) sowie 
die Aldehydglycerinsture CHO—CHOH—COOH. Auch der 
einfachste Vertreter der Aldehydsiuren, die Glyoxalsture CHO-— 
COOH, die im tierischen Organismus vorkommt und in Pflanzen 
weit verbreitet ist, nimmt eine prachtige Farbung an. Die- 
selbe ist anfangs fuchsinrot, wird beim Abkiihlen blauviolett 
und geht mit dieser Nuance in den Ather iiber. 

Samtliche Atherlésungen weisen ein ungefihr bei der 
D-Linie anfangendes Absorptionsband auf, das in vielen Fallen 
von dem der Glucuronsiure nicht zu unterscheiden ist. Jedoch 
ist es médglich, daB eine genaue spektrographische Messung 
Differenzen ergibt. Das Absorptionsband, das bei Anwendung 
von Glyoxalsiure auftritt, beginnt gleichfalls in der Gegend 
der D-Linie, ist verwaschener und erstreckt sich weiter nach 
dem violetten Ende hin. 

Bei glucuronséurehaltigen Harnen un1 Fliissigkeiten phy- 
siologischer Herkunft ist iibrigens, wie auch schon Tollens 
angibt, die Begrenzung des Absorptionsbandes nach der violetten 
Seite hin nicht immer scharf. 

Weiter haben wir konstatiert, daB die Reaktion mit einer 
ganzen Reihe von Substanzen positiv ausfallt, wenn sie zuvor 
mit geeigneten Oxydationsmitteln behandelt sind; hierhin ge- 
héren die Weinsaure, Zuckerséure, Schleimsaure, Glucosamin, 
Chitonséure, Isozuckersiure, Gluconsiure, Starke, Glykokoll, 
Asparaginséure, Glutaminsaiure, Inosit, Guanin. Uber die 


1) C. Neuberg, Diese Zeitschr. 7,"527, 1908. 
°*) Uber diese verschiedenen Aldehyd- und Ketosauren wird demnichst 
berichtet werden; siehe auch die Dissertation von L.Scott, Berlin 1908. 
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Natur der dabei entstehenden und mit Naphtoresorcin ahnlich 
der Glucuronsiure reagierenden Verbindungen sind Unter- 
suchungen im Gange. 

Ferner gibt noch die Brenztraubensiure, CH,—CO—COOH, 
und die Mesoxalsiure, COOH—CO—COOH, eine dhnliche Far- 
benreaktion. 

Von einfachen, physiologisch wichtigen Kérpern gibt das 
Allantoin, das Diureid der Glyoxalsiure, das ein hiufiger Be- 
standteil des Harnes ist, die Probe genau wie die Glyoxal- 
siure, und das Alloxan schlieBt sich der Mesoxalsaure an. 

Auch bei Laboratoriumspraparaten mancher kompli- 
zierter Verbindungen fiel die Probe positiv aus, éfter nach 
voraufgegangener Hydrolyse noch schéner. Es waren dieses: 

Glucothionsaure, Ovomucoid, Chondroitinschwefelsiure (nach 
Oddi hergestellt), Lebernucleoproteid, Milznucleoproteid, Pan- 
kreasnucleoproteid. 

Es ist jedoch vorliufig unméglich, eine bestimmte Kom- 
ponente dieser Verbindungen mit Sicherheit fiir den Eintritt der 
Reaktion verantwortlich zu machen, und es ist ungewiB, ob 
sie diesen Substanzen an sich oder einem in geringfiigiger Menge 
vorhandenen Begleiter zukommt. 

Im Gegensatz hierzu geben Inosinsaéure, Hefenucleinsaure, 
Lebernucleinsiure und Milznucleinsdure sowie Amyloid die 
Probe nicht. 

Nach den vorstehend mitgeteilten Erfahrungen wird man 
die Naphtoresorcinreaktion nicht mehr als unbedingt beweisend 
fiir die Glucuronsaure betrachten kénnen; denn ein natiirliches 
Vorkommen anderer die Probe gebenden Substanzen laBt sich 
vielfach nicht ausschlieBen. 

Soweit sich bisher beurteilen laBt, scheint fiir den posi- 
tiven Ausfall die Gegenwart einer bestimmten Kombination von 
Carboxyl- und Carbonylgruppe im Molekiil notwendig zu sein. 

Fiir die Priifung auf so konstituierte Korper wird die 
prachtige neue Naphtoresorcinreaktion von B. Tollens wert- 
volle Dienste leisten. 














Uber die chemische Zusammensetzung der peripheren 
Nerven. 


Von 
Fritz Falk (Graz). 
(Arbeiten aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 


(Eingegangen am 17. August 1908.) 


I. 


Die chemische Untersuchung der sogenannten Lipoide’) des 
peripheren Nervensystems ist bis in die jiingere Zeit herauf zu- 
meist in der Form mikrochemischer Verfahren vorgenommen 
worden und blieb als solche mehr oder weniger Gegenstand 
histologischer Forschung. Durch die fortschreitende Entwick- 
lung der mikroskopischen Farbetechnik wurden Verschieden- 
heiten auch in dem chemischen Verhalten der einzelnen ner- 
vésen Gebilde bekannt. Die dabei gesammelten Erfahrungen 
fiihrten jedoch bloB zu einer weitergehenden morphologischen 
Differenzierung. 


1) Man gebraucht gegenwirtig allgemein die Bezeichnung ,,Lipoide“ 
fiir die hier in Betracht kommenden Kérper und versteht darunter Sub- 
stanzen, die durch organische Lésungsmittel aus den Organen extra- 
hierbar sind. Abgesehen davon, daB eine Einteilung von chemischen 
Kérpern nach dem physikalischen Prinzip der Léslichkeit in bestimmten 
Medien sonst nicht iiblich ist, lassen sich fiir die speziel! in der Nerven- 
chemie interessierenden Stoffe, z. B. das Cholesterin, die Kephaline, Cerebro- 
side kaum gemeinsame chemische Gesichtspunkte aufstellen. Die Lésungs- 
affinitat der Kephalingruppe zu Ather ist anscheinend nicht gréBer als 
zu Wasser. Kephalin, in Wasser gelést oder darin gequollen, kann dem- 
selben durch Ather nicht entzogen werden, und doch ist gerade Ke- 
phalin unter den ,,Lipoiden‘‘ einer der fettihnlichsten Kérper. Im 
folgenden ist trotzdem die Bezeichnung ,,Lipoide‘‘ mit Riicksicht auf 
ihre allgemeine Verbreitung verwendet, wo sie nicht zu einer mibver- 
standlichen Auffassung fiihren kann. 
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Die Methoden, mit Hilfe welcher man versuchte, Beitriige 
zur Kenntnis der chemischen Zusammensetzung zu liefern, 
beschrinkten sich vielfach auf die Anwendung _histologischer 
Reaktionen des Nervenmarks, nur zum Teil wurde auch nach 
rein chemischen Verfahren gearbeitet. 

Gad und Heymanns stellten Untersuchungen iiber das 
Myelin in markhaltigen und marklosen Fasern an. Es wurden 
Nervenschnitte mit verschiedenen Extraktionsmitteln vorbehan- 
delt und nachtraglich auf das Auftreten zweier Reaktionen 
geprift, auf die Schwarzung durch Osmiumsiure und auf das 
Auftreten sogenannter Myelinformen. Ihre Resultate haben das 
chemische Verstaéndnis der einzelnen Nervenstoffe kaum ge- 
fordert. Sie fiihrten zu dem Schlusse, daB nicht Protagon, 
sondern Lecithin die Ursache der Myelinformen und der Osmium- 
schwarzung ist. 

Einen ahnlichen Weg schlug Ellermann bei seiner Unter- 
suchung der ,,Chemie der Myelinstoffe‘ ein, nur mit dem 
Unterschiede, daB er die Schnitte nicht mit den reinen Lésungs- 
mitteln, sondern mit solchen vorbehandelte, die aus dem Ge- 
hirn isolierte Substanzen in ,,gesattigter Lésung‘‘ enthielten. 
Nachtraglich wurden die Schnitte nach einer eigenen Mark- 
scheidenmethode gefairbt, um festzustellen, ob die fiarbbare 
Substanz extrahiert worden war oder nicht. Die Lésungs- 
mittel waren gesattigt mit Lecithin, Cholesterin, Cerebrin, Ke- 
rasin und Protagon. Nach Ellermanns Ergebnissen soll die 
firbbare Substanz in den Markscheiden mit keinem dieser 
Stoffe identisch sein, am nachsten aber dem Protagon stehen. 

Wlassak machte Angaben iiber die Mikrochemie des 
Myelins. Er untersuchte Protagon, Lecithin und freies Fett 
auf ihre Fiarbbarkeit mit Osmiumséure, mit dem Marchischen 
Reagens und nach der Weigertschen Himatoxylinmethode. 
Nach ihm weist die letztere Fairbung Protagon nach, Osmium- 
siure (auf das frische Gewebe angewendet) Fett und Lecithin 
und die Marchische Methode freies Fett. 

So eingehend und interessant nun eine detaillierte mikro- 
chemische Analyse sein mag, so mu doch gesagt werden, dab 
Versuche, auf mikrochemischem Wege zu einer Kenntnis der 


die Nervenelemente zusammensetzenden Grundsubstanzen zu 


gelangen, so lange als verfriiht zu bezeichnen sind, als die ge- 
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wohnliche makrochemische Analyse die einzelnen Stoffe noc! 
nicht isoliert und ihre Eigenschaften festgelegt hat. Dazu ist 
aber gegenwartig kaum die erste Grundlage gegeben. 

Die Untersuchung der Nerven mit Hilfe eigener chemischer 
Methoden, in ahnlicher Weise wie sie bei der Bearbeitung des 
Gehirns in Anwendung kamen, ist nur vereinzelt vorgenommen 
worden. Es liegen dariiber nur Angaben von J. Chevalier, 
von Noll und von Halliburton vor. 

Die erstere untersuchte menschliche Ischiadici. Der Ge- 
samt-Atheralkoholauszug der Trockensubstanz wurde durch 
sukzessive Extraktion mit kaltem Alkohol, mit Ather und mit 
heiBem Alkohol in verschiedene Fraktionen getrennt. Jede 
dieser Fraktionen wurde einzeln zur Bestimmung von Chole- 
sterin, Lecithin, Cerebrin und Fettsaéuren einem bestimmten Ver- 
fahren unterworfen. Keiner von diesen Kérpern kam als solcher 
zur Wagung, sie wurden nur auf indirektem Wege bestimmt. 

In der Cholesterinfraktion wurden neben diesen noch atherldsliche 
Seifen erhalten, Lecithin wurde aus dem Phosphorgehalt berechnet und 
Cerebrin durch Subtraktion der Lecithinzah] von der betreffenden Ex- 
traktzahl. Die Angaben bei der Prozentzusammenstellung der Sub- 
stanzen der weiBen Nervenfaser kénnen den heutigen Kenntnissen gegen- 
iiber nicht Anspruch auf Genauigkeit machen. 

Noll untersuchte die quantitativen Verhiltnisse verschiedener 
Nervenpartien, auch des Nervus ischiadicus (Pferd), speziell mit Riick- 
sicht auf die Anwesenheit von Protagon. Protagon enthilt nach der 
Ansicht vieler Autoren als Spaltungsprodukt Galactose. Aus dem Re- 
duktionsvermégen beim Kochen mit Fehlingscher Loésung wurde in 
den entsprechenden Extrakten nach Spaltung der Substanz die Menge 
der Galactose, bzw. des Protagons berechnet. 

Bei Halliburton finden wir Bestimmungen des Gehalts 
an Wasser, Trockensubstanz und Phosphor von normalen und 
kiinstlich degenerierten Katzen-Ischiadici, sowie Angaben iib 
die Chemie der Marchi-Reaktion an peripheren Nerven und 
an isolierten Nerven-Phosphatiden. 

Da keine neueren Untersuchungen iiber die qualitativen 
und quantitativen Verhaltnisse der Lipoide im peripheren Nerven 
vorliegen, so habe ich es auf Anraten des Herrn Prof. Hof- 
meister unternommen, dieselben einer strengeren Priifung - 
soweit es die gegenwirtigen Kenntnisse erlauben — zu unter- 
ziehen. 

Nachdem ich an Gehirnmaterial durch eine Reihe von 
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Untersuchungen die nétige Erfahrung iiber die in Frage kommen- 
den, immerhin nur unvolikommen charakterisierten Bestandteile 
des Nervensystems gesammelt und eine vorlaufige Methode aus- 
gearbeitet hatte, die es gestattet, die verschiedenen Korper- 
gruppen — denn nur um Gruppen kann es sich vorlaufig han- 
deln — méglichst einfach und verlaBlich voneinander zu trennen, 
ging ich an die Analyse der peripheren Nerven. 

Es lag.im Plane der Arbeit, iiber die bloBe chemische 
Analyse der Nerven hinauszugehen und durch die Wahl des 
Materials auch iiber die Zusammensetzung der zwei wichtigsten 
anatomischen Bestandteile der Nervenfaser, der Markscheide 
und des Achsenzylinders AufschluB zu erhalten. Es lag nahe, 
zu diesem Zweck einerseits markhaltige, andererseits mark- 
lose, sog. Remaksche Nervenfasern zu wihlen. Als Vertreter 
der ersten Kategorie wurden Ischiadici vom Menschen, als Ver- 
treter der zweiten Kategorie die Milznerven vom Rind unter sucht. 

Es wurde zunachst auf cas Vorhandensein der im Gehirn 
nachgewiesenen grundlegenden Substanzen gepriift, sodann der 
Versuch gemacht, eine Vorstellung iiber ihre quantitative Ver- 
teilung in den beiden Nervenarten zu bekommen. Das vom 
Menschen stammende Material verdanke ich der auSerordent- 
lichen Liebenswiirdigkeit des Vorstandes des StraBburger patho- 
logisch-anatomischen Instituts, Herrn Prof. Chiari, dem ich 
auch an dieser Stelle meinen verbindlichsten Dank ausspreche. 


II. 
Qualitative Untersuchung der markhaltigen Nerven. 


Die Vorbereitung des Materials wurde in folgender Weise 
vorgenommen: Die N. ischiadici wurden frisch von der Leiche 
bearbeitet, von dem groben umhiillenden und eingeschlossenen 
Fett- und Bindegewebe befreit, im Brutofen bei einer Tempe- 
ratur, die 50° nicht iiberstieg, getrocknet, zerkleinert und noch- 
mals getrocknet. Die Nervenfragmente fiihlten sich dann mehr 
oder weniger-fettig an, je nach dem Fettgehalt der Leiche, der 
sie entnommen waren. 

Da die Beimengung von Fett voraussichtlich den Gang 
und méglicherweise die Resultate der Untersuchung stéren konnte, 
so wurde der systematischen Behandlung eine Prozedur voraus- 
geschickt, die diese Verunreinigung entfernen sollte. 
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Dafiir kamen zunichst als geeignete Lésungsmittel niedrig 
siedender Petrolither und Benzol in Betracht. Zu Orientierungs- 
zwecken wurde folgender Versuch gemacht: 

7,6930 g zerkleinerte getrocknete Nerven wurden mit 100 cem Petrol- 
aither versetzt. Durch dreistiindige Einwirkung bei Zimmertemperatur 
wurden extrahiert: 2,4370g oder 31,68°/,. Die parallel vorgenommene 
Benzolbehandlung extrahierte 28,92°/,. Zur Priifung, wieviel von den 
Phosphatiden resp. Cerebrosiden mit gelést worden waren, wurden mit 
gewogenen Mengen des Petrolither- resp. Benzolextrakt-Riickstandes 
Phosphor- und Stickstoff-Bestimmungen vorgenommen (P nach Neu- 
mann, N nach Kjeldahl). Fiir den Petrolatherextrakt ergaben sich 
durchschnittlich 0,29°/, P und 1,2°/, N; fiir den Benzolextrakt 0,32°/, P 
und 0,96°/, N. Wie man sicht, entspricht keine dieser Extraktions- 
methoden ganz dem ins Auge gefaBten Zwecke, das Fett zu entfernen, ohne 
Nervensubstanz zu verindern. Immerhin erkennt man, daB bei dieser 
Form der Vorbehandlung mit Ausnahme von Cholesterin verhiltnismiBig 
wenig spezifische Nervenstoffe mit entfernt werden. Petrolither scheint 
rascher und tiefer zwischen die Fasern einzudringen und bei prozentuell 
groBerem Gesamtextrakt keine gréBere Menge Phosphatide auszuziehen. 
Aus diesem Grund wurde es dem Benzol vorgezogen. 


Die von mir angewandte Methode zur Trennung der ver- 
schiedenen Gruppen der Nervenstoffe entsprach im allgemeinen 
der von mir benutzten Darstellungsweise des Kephalins aus 
dem Gehirn, weshalb das Methodische hier nur soweit dies not- 
wendig erwaihnt und im iibrigen auf eine nachstens erfolgende 
Mitteilung iiber das Kephalin verwiesen werden soll. 

Bei dem Hauptversuch wurden ca. 100g luftrockene Ischi- 
adici mit ca. 1 Liter niedrig siedendem Petrolither 2'/, Stun- 
den bei Zimmertemperatur stehen gelassen. In diesem Auszug 
wurden neben Fetten Cholesterin und eine geringe Menge 
von Cerebrosiden nachgewiesen, wodurch der Stickstoffgehalt 
des Extraktes zum groBen Teil gedeckt erscheint. Die weitere 
Untersuchung des so von Fett befreiten Materials gestaltete 
sich wie folgt: 

Benzolextraktion. Die Fliissigkeit wurde vom Riick- 
stand durch Filtrieren getrennt, der letztere mit Petrolather nach- 
gewaschen und einer griindlichen Benzolextraktion unterworfen. 
Nachdem die Substanz zweimal mit reichlichen Mengen sieden- 
den Benzols ca. 8 Stunden lang extrahiert worden war, konnte 
der Riickstand getrocknet, in einer Zerkleinerungsmaschine zu 
einer flaumigen, feinen Masse verrieben und nochmals extrahiert 


$a 


as 








158 Fr. Falk: 


werden. Die verschiedenen Extraktfliissigkeiten wurden ver- 
einigt und das Benzol im Vakuum bei ca. 50° vollstandig 
abdestilliert. 

Die vereinigten, kalt filtrierten Benzollésungen triibten 
sich nach langerem Stehen und setzten einen schleimig aus- 
sehenden Niederschlag ab. Er wurde abfiltriert und blieb auf 
dem Filter als durchscheinende, gallertige Masse zuriick. F: 
léste sich nicht in kaltem Alkohol, wurde aber durch diese Be- 
handlung opak, wachsartig. Der so isolierte Kérper war an- 
fangs léslich in heiBem Ather und heiBem Alkohol, woraus er 
beim Erkalten ausfiel. Nach défterem Reinigen mit Ather wurde 
er darin unléslich. Er schmilzt bei 205°. Mit konz. Schwefel- 
siure verrieben léste er sich mit gelber Farbe, die feinen un- 
gelésten Partikelchen gaben bei vorsichtigem Erwairmen eine 
purpurrote Farbung (Oleo-Cholid-Reaktion). Nach Kochen mit 
verdiinnter Salzsiure reduzierte die Substanz Kupferoxyd. Sie 
war phosphorfrei und enthielt Stickstoff. Es handelte sich so- 
nach um einen der Cerebrosidgruppe angehérenden Korper. 

Acetonbehandlung. Der Benzolriickstand wurde zur 
Entfernung des Cholesterins dreimal mit Aceton griindlich 
ausgekocht und hei® filtriert; das letzte Filtrat war kaum ge- 
farbt. Beim Erkalten des Filtrats setzte sich ein weifSer feiner 
Niederschlag ab. Es handelt sich gleichfalls um ein Cerebrosid. 
Der in Aceton unldésliche Riickstand war eine wei®e, wenig 
harzige Masse. 

Atherbehandlung. Diese Masse wurde mit entsprechen- 
den Mengen Ather iibergossen. Es bildete sich eine milchige 
Fliissigkeit, aus der sich beim Stehen im Eisschrank reichlich 
ein weiBes krystallinisches Pulver absetzte. Dieses wurde durch 
Zentrifugieren von der klaren gelben Lésung getrennt, durch 
éfteres Nachspiilen mit Ather gewaschen und im Vakuum ge- 
trocknet. Die Substanz hatte jetzt ein wachsartiges Aussehen 
und lieB sich zu einem feinen weiSen Pulver verreiben. Sie 
stellte die Hauptmasse der Cerebroside dar. 

Alkoholfallung. Die atherische Lésung wurde im Va- 
kuum etwas eingeengt und mit der fiinffachen Menge abs. Al- 
kohols gefallt. Es fiel ein schéner, weiBer, flockiger Niederschlag 


aus. Dieser wurde durch Abzentrifugieren getrennt, mit abs. 
Alkohol 6fters verrihrt und wieder zentrifugiert, schlieBlich 
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ber Schwefelsiure im Vakuum getrocknet. Er wurde so in 
Form einer weiben festen Masse erhalten, die sich pulverisieren 
lieB. Es handelte sich um die Hauptmenge der Kephaline. 
Wenn die Atheralkohollésung nicht ganz klar war, so wurde 
sie im Vakuum vom Atherischen Anteil befreit, worauf meist 
die Ausfallung vollstandig wurde. 

Nun konnte die in Lésung befindliche Substanz im Vakuum 
von Alkohol befreit, nochmals mit wenig Ather gelést und mit 
Alkohol gefallt werden. Meist erhielt man dabei noch Nieder- 
schlige, die wie oben behandelt wurden. 

Die weitere Fraktionierung der nach Abdestillieren des 
Athers in alkoholischer Lésung befindlichen Stoffe war durch 
Lésungsmittel allein nicht mehr méglich. Zur weiterer Gruppen- 
trennung wurde die Aflinitét der einzelnen Gruppen zu be- 
stimmten Metallsalzen benutzt. 

Zum Zweck systematischer Trennung der Gehirnbestandteile sind 
Metallsalze hauptsichlich von Thudichum eingefiihrt worden, Er hat 
gezeigt, daB sich mit Hilfe von Chlorcadmium, von basischem Bleiacetat 
und von Platinchlorid aus der Gruppe der phosphorhaltigen Substanzen 
mehrere Koérper trennen lassen, die untereinander Léslichkeitsverschieden- 
heiten zeigen. Er hat auf diese Weise aus dem Gehirn eine Reihe von 
bis dahin unbekannten Substanzen isoliert, zum Teil analysiert und 
hydrolysiert und mit eigenen Namen belegt. Es liegt der vorliegenden 
Untersuchung fern, auf diese Substanzen einzugehen, und dies um so 
mehr, als infolge der gewonnenen geringen Substanzmengen von einer 
Kontrolle der Thudichumschen Befunde nicht die Rede sein konnte. 
Es muBte daher vorliufig von einer ausfihrlichen chemischen Charak- 
terisierung solcher Kérper abgesehen und diese auf die Angabe der ty- 
pischen Metallsalzfiillungen und ihrer Léslichkeitsbeziehungen beschrinkt 
werden. 

Es war die Hauptaufgabe der weiteren Trennung, aus den 
noch vorhandenen Substanzen die Gruppe der Lecithine zu iso- 
lieren. Lecithin gibt bekanntlich mit ammoniakalischem Blei- 
acetat keine Fillung, dagegen fallt es mit Chlorcadmium. 

Fallung mit ammoniakalischem Bleiacetat. Die 
nach Entfernung der Hauptmenge des Kephalins zuriickbleibende 
alkoholische Lésung wurde zuniichst mit einer frisch bereiteten 
Lésung von alkoholischem ammoniakalischem Bleiacetat ver- 
setzt, bis keine Fiillung mehr erfolgte. Es bildete sich ein 
ziemlich reichlicher, weiBer, flockiger Niederschlag. Dieser wurde 
auf dem Filter gesammelt, mit absolutem Alkohol gewaschen 
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und im Vakuum iiber Schwefelséure getrocknet. Er gab einen 
leicht gelb gefarbten, harten, glasigen Koérper, der sich zu einem 
sehr hygroskopischen Pulver verreiben lieB. An der Luft backte 
er zusammen und wurde dunkler. Er war in Ather zum 
groBten Teil léslich und fiel auf Zusatz von Alkohol wieder in 
weiBen Flocken aus, war loéslich in kaltem Benzol, unléslich 
in heiBem Alkohol. In heiBem Essig&ther gelést, fiel er beim 
Erkalten wieder aus. Das durch Lésen in Ather und Fallen 
mit Alkohol gereinigte Praparat hatte einen Schmelzpunkt von 
174°. Es lag hier ein der Gruppe der Kephaline angehéren- 
der Kérper vor. 

Chlorcadmiumfiallung. In dem klaren Filtrat wurde 
das iiberschiissige Blei durch Schwefelwasserstoff und dieser 
durch einen Luftstrom entfernt. Das Filtrat wurde im Vakuum 
etwas eingeengt und mit kalt gesiattigter absolut-alkoholischer 
Chlorcadmiumlésung versetzt. Es fiel ein weiBer, dichter, 
flockiger Niederschlag, der im Exsiccator zu einem weifen, 
etwas klebrigen Pulver wurde. Dieses war nur zum Teil léslich 
in kaltem Benzol und fiel daraus bei Zusatz von Alkohol; er- 
hitzt léste sich jedoch nur wenig vom Niederschlag. In warmem 
Ather ging ein Teil des Pulvers in Lésung. 

Diese eigentiimlichen Lésungsverhiltnisse zeigten, daB es 
sich hier nicht bloB um ein Chlorcadmiumdoppelsalz der Leci- 
thine handeln kénne. 

Lecithinchlorcadmium ist unléslich in Ather. Zur Gewin- 
nung der Lecithinverbindung wurde daher der ganze Chlor- 
cadmiumniederschlag zunichst mit heiBem Ather behandelt. 
Es ging etwas gelb gefirbte Substanz in Lésung. Diese wurde 
von dem unldéslichen Riickstand durch Zentrifugieren getrennt 
und der Ather im Vakuum abdestilliert. Ober Schwefelsdiure 
getrocknet bildete er einen wachsartigen, etwas klebenden, gelb 
gefarbten Kérper. Schmelzpunkt 176°. Der in Ather unlés- 
liche Riickstand wurde mit Ather gewaschen und in Benzol zu 
lésen versucht. Er léste sich nicht vollstandig; auch nach 
dem Erwairmen blieb ein in heiBem Benzol unléslicher Teil zu- 
riick. Dieser wurde hei8 abfiltriert. Die Masse auf dem Filter 
war gallertig, trocknete wachsartig ein und gab ein weibes 
Pulver. In dem heiBen, klaren Filtrat trat beim Erkalten eine 
opalisierende Triibung auf. Nach langerem Stehen setzte sich 
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am Boden des GefaiBes ein feiner Belag ab. Die dariiber 
stehende klare Fliissigkeit wurde abgegossen, eingeengt und 
mit absolutem Alkohol gefiillt. Es entstand ein flockiger Nieder- 
schlag, der sich beim Erwirmen liste und beim Erkalten wieder 
ausfiel. Erst dieser Niederschlag konnte auf Grund seiner 
Losungsverhiltnisse als Lecithinchlorcadmiumverbindung an- 
gesprochen werden. 

Wie aus der Schilderung der Methodik hervorgeht, handelte 
es sich bei diesem Trennungsverfahren hauptsichlich um die 
Isolierung bestimmter aus dem Gehirn bekannt gewordener 
Substanzgruppen. Innerhalb dieser Gruppen wieder sind, eben- 
falls aus Gehirnmaterial, einzelne Kérper naher untersucht und 
als chemische Individuen beschrieben worden. So ist aus der 
Gruppe der Cerebroside von friiher her das Cerebrin, das 
Kerasin, das Phrenosin und in neuerer Zeit das Cerebron be- 
kannt geworden, deren Beziehung zueinander noch nicht fest- 
steht. Soweit es méglich war, wurde eine Identifizierung der 
Nervenprodukte mit solchen K6érpern versucht, was bei dem 
von Thierfelder gut charakterisierten Cerebron noch am 
besten gelingt. Ebenso wurde die Gruppe der Kephalinsub- 
stanzen genauer untersucht und mit der entsprechenden Gruppe 
aus dem Gehirn in Vergleich gebracht. 

Eine eingehendere Priifung und Charakterisierung der dem 
Lecithin entsprechenden Fraktion konnte nicht vorgenommen 
werden, weil die Ausbeute aus den peripheren Nerven zu ge- 


ring war. 
Charakterisierung der erhaltenen Substanzen. 


Der Acetonextrakt besteht in seinem Hauptanteil aus 
Cholesterin. Dieses, entsprechend gereinigt und aus wasser- 
haltigem Alkohol umkrystallisiert, bildet schéne groBe rhom- 
bische Tafeln, gibt die Salkowskische und Liebermannsche 
Reaktion und hat den richtigen Schmelzpunkt von 145°. 

Die nach der Atherbehandlung ausgefallten Roh-Cere- 
broside enthalten noch Phosphor. Die Befreiung von den 
phosphorhaltigen Verunreinigungen ist umstiandlich und fihrt 
erst mit Hilfe von eigenen Verfahren und nach oftmaligem Um- 
krystallisieren zum Ziel. Vor der Reinigung besaB das Gemenge 
einen Schmelzpunkt von 204°; gab die Oleo-Cholid-Reaktion 
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und Reduktion nach Spaltung. In heiBem Ather war die 
Substanz unldéslich, aus heiBem Alkohol fiel sie beim Erkalten 
aus. In Wasser gebracht, quoll sie kaum. Die Roh-Cerebro- 
side wurden nach Thierfelder aus heiBem, 20°/, Chloroform 
enthaltenden Methylalkohol umkrystallisiert. Beim Erkalten 
fiel ein schneeweiBer Koérper in zusammenhingenden kugeligen 
Gebilden aus. Schmelzpunkt 209°. Es _ unterliegt keinem 
Zweifel, da® es sich hier um das von Thierfelder aus dem 
Gehirn dargestelite und ausfiihrlich beschriebene Cerebron 
handelt. Dieser Koérper scheint den tiberwiegenden Anteil der 
Cerebroside der markhaltigen Nerven auszumachen. 

Kephaline. Wie bereits erwihnt, wird durch Fillen aus 
iitherischer Lésung mit Alkohol eine Phosphatid-Gruppe ge- 
wonnen, die sich durch diese Darstellungsweise schon sehr 
wesentlich von der Reihe phosphorhaltiger Kérper, die dem 
Lecithin verwandt sind, unterscheidet, und die von Thudi- 
chum den Namen der Kephaline erhalten hat. Diese Koérper 
wurden von mir aus Menschengehirn isoliert naher untersucht, 
und es soll dariiber an anderer Stelle berichtet werden. 

Das Kephalin') ist, soweit ich die Literatur iiberblicke, 
aus peripheren Nerven noch nicht dargestellt. Die Reinigung 
der Rohsubstanz geschah in der Weise, da sie mit abs. Al- 
kohol ausgekocht, der Riickstand in Ather aufgenommen und 
mit Alkohol gefallt, und dieses Verfahren wiederholt wurde. Das 
etwas gelb gefirbte kreidige Pulver entsprach in seinen Haupt- 
cigenschaften dem Gehirnkephalin. Schmelzpunkt 174°. 

Bemerkenswert sind die Analysenwerte fiir Stickstoff und 
Phosphor sowie das Verhiltnis dieser beiden zueinander. 

0.2812 g Substanz gaben 1,917°/, N \ 

‘ 1,967°/, NJ 
0,1263 g Substanz gaben 4,41°/, P 
0,1292 g " ‘i 4,429/, P. 


) s i 94°9/, N. 
0,2882 g Durchschnitt 1,94°/,) N 


Bringt man den Phosphorgehalt mit 4,42°/, in Rechnung, 
so berechnet sich das Atomverhiltnis von 
P:N zu 1:0,98 also sehr nahe 1:1. 
Danach ist das Nervenkephalin ein Monoaminomonophos- 
phatid. Dieses Verhaltnis ist sowohl von Thudichum als 


1) Der Einfachheit halber wird im Folgenden von dem Kephalin 
gesprochen, womit die ganze Gruppe gemeint sei. 
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auch von Koch und Cousin fir das von ihnen gefundene 
Gehirnkephalin angegeben worden. ‘Trotzdem kann _ gegen- 
wirtig die Identitét mit Gehirnkephalin nicht oder nur mit 
entsprechendem Vorbehalt angenommen werden. Denn ab- 
gesehen davon, daB, wie die vergleichende Tabelle lehrt, die 
Stickstoff- und Phosphorwerte, bei gleichem Atomverhiltnis, 
nicht unerheblich verschoben sind, stimmen auch die Kohlenstoff- 
zahlen nicht iiberein. Es soll hier nicht unerwahnt bleiben, 
daB die von Thudichum, Koch und Cousin angewandten 
Darstellungsmethoden von der hier durchgefiihrten verschieden 
sind, und daB ich nach diesem Verfahren aus dem Gehirn 
Kephalinpriparate erhalten habe, deren P:N-Verhiltnis dem 


von 1:2 entsprach. 








Autor o/,P oN P:N Materia! 
fhudichum . . 4,27 1,68 1:1 Gehirn 
ON Sere ae 3,85 1,75 1:1 
Cousin .. .| 3,73—3,89 | 1,82—1,86 1:1 . 
| 4,42 1,94 1:1 Nerven 

3,28 2,91 1:2 Gehirn 
3,16 2,76 1:2 a 





Von dem Nervenkephalin gaben: 
0,1134 g Substanz 0,2318 g CO, oder 55,75°/, C 
und 0,0979 g H,O , 9,66%/, H. 
Dagegen fanden in dem Gehirnkephalin 
Thudichum: 60,00°/, C und 9,38°/, H, 
Koch: 69,5 9,C , 9,8 °/, H, 
oh estat: {56,740 oC , 9,03° 0 H, 
(57,569/, C , 9,21°/) H. 
Es ist wenig walhrscheinlich, dag dem Nervenkephalin an- 
haftende Verunreinigungen mit Substanzen anderer Gruppen 
diese differenten Analysenresultate bedingt haben, was bei der 
Moglichkeit einer fiir analytische Zwecke nur mangelhaften 
Reinigung natiirlich nicht auszuschlieBen ist. Mit Rucksicht 
auf den niederen Kohlenstoffgehalt kénnte man _ beispielsweise 
an Beimengungen von Cerebrosiden denken. Aber abgesehen von 
dem Fehlen jeder die letzteren charakterisierenden Reaktionen, 
erscheint diese Annahme mit dem hohen Phosphorgehalt nicht 
vereinbar. Man wird daher in Anbetracht der verhaltnis- 


maBig geringen Kenntnisse, die man von dieser schwierigen 
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K6rpergruppe besitzt, sich vorliufig dahin auBern miissen, da8 
auf Grund der Ubereinstimmung und der Eigenschaften mit 
den aus dem Gehirn isolierten Substanzen das Nervenkephalin 
in die Gruppe der Kephaline einzureihen ist, daB aber die 
teilweise Verschiedenheit in der Zusammensetzung auf die 
Existenz mehrerer dieser Gruppe angehérenden chemischen 
Individuen hinzudeuten scheint. 

Alkoholische Lésung. Aus dieser Fraktion wurde, wie 
erwihnt, eine Blei- und eine Chlorcadmiumverbindung gewonnen, 
die in Ather léslich waren und mit Alkohol ausfielen. Die 
Schmelzpunkte beider Verbindungen waren ungefahr die des 
Kephalins. Nach den fiir das Kephalin und seine Metallver- 
bindung eigentiimlichen Léslichkeitsverhaltnissen und Schmelz- 
punktsgrenzen, sowie aus den bei der Behandlung auftretenden, 
das Kephalin kennzeichnenden Merkmalen kann _ geschlossen 
werden, daf durch die Blei- resp. Chlorcadmiumfallung der 
Kephalingruppe angehérige Substanzen zur Ausscheidung ge- 
langten, die der Fallung mit Alkohol resp. mit Blei entgangen 
waren. Die Méglichkeit dieser Erscheinung hat Thudichum 
bei der Bearbeitung der entsprechenden Gehirnfraktionen eben- 
falls beobachtet. Analytische Belege fiir diesen SchluB fehlen noch. 

Die als Lecithinsalz anzusprechende Verbindung _be- 
schrankte sich auf jene Portion der Chlorcadmiumfallung, die 
in kaltem Benzol léslich war und mit Alkohol niedergeschlagen 
werden konnte. Ihre Menge war iiberraschend gering. Nament- 
lich muBte das MiBbverhaltnis im Gegensatz zu den betricht- 
lichen Kephalinmengen auffallen. Dieser Befund steht in offenem 
Widerspruch mit den landlaufigen Anschauungen iiber den 
Lecithingehalt der peripheren Nerven. Danach wird bei diesen 
nur von einem Phosphatid gesprochen, und zwar von Lecithin. 
Es wird Aufgabe des zweiten Teiles dieser Untersuchungen 
sein, eine genauere Vorstellung iiber die Mengenverhaltnisse 
der Phosphatide zu geben. Es sei hier noch erwahnt, daB die 
oben durchgefiihrte qualitative Priifung die Vermutung nahe- 
legt, daB neben dem Kephalin und dem Lecithin sich noch 
andere Reprisentanten der phosphorhaltigen Korper finden, die 
allerdings bisher nicht niher bekannt sind. Es wird notwendig 
sein, erst an dem reichlicher zu erhaltenden Gehirnmaterial 
zu einer Charakterisierung dieser Stoffe zu gelangen. 
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Die Resultate der qualitativen Untersuchung der N. 
ischiadicus vom Menschen zusammenfassend, lJaBt sich sagen, daB 
zum Teil als sichergestellt. zum Teil als héchst wahrscheinlich 
angenommen werden mu, die Anwesenheit von Cholesterin, 
von Cerebron, von Kephalin, von Lecithin, sowie von einer 
Reihe nicht niher definierbarer Cerebroside und Phosphatide. 
Das Cholesterin ist nach Schmelzpunkt und Reaktionen mit 
dem an anderen Orten vorgefundenen identisch. Fiir den Beweis 
der Identitat des Nervencerebrons mit dem Gehirncerebrons fehlen 
vorlaufig die analytischen Belege und die Hydrolyse, sie muB 
aber von vornherein als sehr wahrscheinlich bezeichnet werden. 
Da8B das Nervenkephalin mit dem Kephalin des Gehirns nicht 
ohne weiteres als gleich anzunehmen ist, wurde bereits dar- 
gelegt. Fiir die entsprechende Beweisfiihrung am Lecithin 
wurden nicht geniigende Mengen erhalten. 


Ill. 


Quantitative Untersuchung der marklosen und 
markhaltigen Nerven. 


Wurde im vorausgehenden Abschnitt eine Reihe der besser 
gekannten ,,Lipoid“stoffe im peripheren Nerven nachgewiesen, 
so sollen hier Bestimmungen iiber ihre Mengenverhiltnisse Platz 
finden. Die vergleichende Ermittelung der quantitativen Resul- 
tate an marklosen und markhaltigen Fasern sollte auBerdem 
lehren, ob es méglich ist, auf diesem Wege zu einer praziseren 
Anschauung iiber die nahere Verteilung der gefundenen Stoffe 
in dem anatomischen Substrat des Nerven zu gelangen. Es 
war von vornherein nicht ausgeschlossen, daf sich auf Grund 
der Befunde an geeignetem marklosem Material Anhalts- 
punkte fiir die Beurteilung der physiologischen Dignitat der 
in Betracht kommenden chemischen Bestandteile finden lassen, 
oder da8 zum mindesten eine Grundlage geschaflen wird, von 
der aus die Frage nach der stofflichen Natur der reizleitenden 
Nervenelemente in zielbewuSter Weise in Angriff genommen 
werden kénnte. 

Mit ahnlicher Absicht ging man friiher an die vergleichende 
Untersuchung der grauen und weifen Substanz des Gehirns. 
Die alteren einschligigen Arbeiten, so die von Bibra und die 
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von Baumstark, begniigten sich mit vergleichenden Bestim- 
mungen des Wassergehaltes, des Atherextrakts, des Alkohol- 
extrakts und des festen Riickstandes. 

Petrowsky erweiterte die quantitativen Untersuchungen 
auf spezielle damals bekannte Produkte. In seiner Tabelle 
finden sich die entsprechenden Zahlen fiir Lecithin, Cholesterin 

Fetten und Cerebrin. Seine Darstellungsmethode entsprach 
ungefahr der von Chevalier angewendeten. Es handelt sich auch 
bei Petrowsky nicht um direkt gefundene, sondern berechnete 
Werte. Voraussetzung fiir die Richtigkeit der Rechnung ist, 
daB neben Cholesterin, Lecithin, Cerebrin keine anderen ather- 
oder alkoholléslichen Bestandteile im Gehirn vorkommen. Daher 
kénnen seine Angaben kaum verwendet werden. Ahnlich ver- 
halt es sich mit der Bestimmung der Protagonmenge in weiBer 
und in der Rindensubstanz von Noll. 

Dagegen finden sich in der tabellarischen Zusammenstel- 
lung von Thudichum verwendbare Daten, die spiter heran- 
gezogen werden. 

Bei dem komplizierten Bau des Gehirns kann die ver- 
gleichende Untersuchung der grauen und der weiBen Substenz 
nur wenig sichere Aufschliisse tiber den Unterschied in der Zu- 
sammensetzung des sog. Nervenmarks und der markfreien 
Faser geben. Diesem Material gegeniiber bietet die Verwen- 
dung von marklosen und markhaltigen peripheren Nerven grobe 
Vorziige. 

Die im folgenden aufgenommene Methode der Gewichts- 
bestimmung der einzelnen Substanzen konnte nur eine pri- 
parative sein. Die isolierten Kérper kamen entweder als solche 
oder als Blei- resp. Chlorcadmiumverbindung zur Wagung. 


A. Marklose Fasern. 

Als Material fiir histologische Zwecke wurden bisher 
marklose Fasern verschiedener Provenienz zur Verwendung 
empfohlen. -So der N. olfactorius vom Hecht, der Milznerv 
vom Rind, der Ramus cardiacus vom Ganglion stellatum des 
Hundes, des Sympathicus des Kaninchens. Fiir chemische 
Zwecke kommt vor allem die Zuginglichkeit gréBerer Material- 


mengen in Frage. Der Riechnerv des Hechtes ist, wie Boveri 


zeigte, leider kein markloser Nerv. Ich habe den Riechnerv 
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und den Bulbus olfact. eines dem Hecht verwandten Teleostiers 
histologisch nach Weigert auf Markscheiden untersucht und 
kann bestiatigen, daB der Nerv in seinem Verlauf markhaltige 
Fasern fiihrt. Der Bulbus selbst entspricht zwar grauer Sub- 
stanz, enthalt aber noch in seinem Innnern ein Biindel mark- 
haltiger Fasern. Dagegen entsprechen die Milznerven vom 
Rind den gewiinschten Anforderungen. In ihrem Querschnitt 
sieht man nur ganz vereinzelt Markfasern. 

Verarbeitung. Der Nerv wurde sorgsam aus dem Milz- 
hilus und dem Milzgewebe herausprapariert, von der auBeren 
Bindegewebsscheide mit daran haftenden Fetttrépfchen befreit, 
auf einer Glasplatte im Brutofen getrocknet und dann zer- 
kleinert. Es wurden auf diesem zeitraubenden Wege 4,43 ¢ 
Trockensubstanz gewonnen. 

Die Weiterbehandlung und die systematische Extraktion 
und Fraktionierung erfolgte in derselben Weise, wie fiir die 
qualitative Untersuchung angegeben worden ist. Nur fallt hier 
die vorgangige Petrolitherbehandlung fort. 

Die Trockensubstanz wurde also mit heiBem Benzol dreimal griind 
lich ausgekocht — die letzte Benzolmenge blieb farblos — und kalt filtriert. 
Der Riickstand wog getrocknet 3,92g. Es wurden an sog. Lipoid 
substanzen 0,51g oder 11,51°), extrahiert. Nach dem Einengen der 
Lésung im Vakuum erhalt man eine rotbraune Fliissigkeit mit griiner 
Fluorescenz, ahnlich der einer Benzollésung von Kephalin. Das Benzo! 
wird vollkommen entfernt. Es blieb eine braune harzige Masse zuriick. 

Diese wurde mit heiBem Aceton ausgezogen. Dabei ging Chole- 
sterin und daneben eine gelb gefirbte Substanz in Loésung. Der in 
Aceton unlisliche Riickstand blieb in harziger Form an den Glaswinden 
haften. Es wurde heiB in eine gewogene Glasschale filtriert und mit 
heiBem Aceton nachgewaschen. Acetonextrakt 0,2941 g. 

Mit diesem Extrakt bekommt man keine Oleo-cholid-Reaktion, 
ebensowenig eine Reduktionsprobe noch Spaltung. Demnach sind keine 
Cerebroside mit extrahiert worden, Die Fallung mit ammoniakalischem 
Bleiacetat gibt einen in Ather léslichen und daraus mit Alkohol fiill- 
baren Niederschlag, mit Chlorcadmium dagegen keinen. Die in Lésung 
mitgegangene Substanz scheint also zu den Kephalinen zu gehéren 
Das Cholesterin, gereinigt, krystallisiert in weiBen Tifelchen. Schme!z- 
punkt 144°. Reaktion von Liebermann und Salkowski positiv. Auf 
Cholesterin entfallen ca. 47 °/). 

Der in Aceton unldésliche harzige Riickstand list sich vollstandig 
in Ather. Durch wiederholtes Fillen mit Alkohol erhalt man an Ke- 
phalinen 0,0380 g oder 7,45 °/,. 
stanz hat einen Schmelzpunkt von 180°. Nach der Entfernuug dieser 


Diese ungereinigte phosphorhaltige Sub- 
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Kephaline und neuerlichem Aufnehmen mit Ather, fiel beim Abkihlen 
bis zur Temperatur des schmelzenden Eises ein feiner weiBer Nieder- 
schlag, der sich spater auch im frischen Ather nicht mehr léste. Mit 
Ather griindlich erschépft, betrug die Menge der Cerebroside 0,0309 g 
oder 6,05 °/,. Der Schmelzpunkt der ungereinigten Substanz war 190", 
Oleocholid-Reaktion und Reduktionsprobe positiv. 

Hat man die Cerebroside weggebracht, so behalt man eine alko- 
holische Lésung. Es wird nun ein aliquoter Teil dieser Lésung einge- 
dampft und ihr Riickstand zu einer Phosphorbestimmung verwendet : 

10ccm = 0,0992g Riickstand — 3,36 °/, P. 

Diese hohe Phosphorzah], die der Durchschnittszahl fiir den Phos- 
phorgehalt der Phosphatide aus der Nervensubstanz ungefabr entspricht, 
zeigt an, daB die alkoholische Lésung kaum andere Korper als Phos- 
phatide enthalt. Es wurde infolgedessen die Fallung mit den Metall- 
salzen vorgenommen. Aus dem Rest (12,5 ccm) der Lisung konnte 
durch das Bleireagens eine Bleiverbindung gefillt werden, deren Menge 
0,1125 g betrug. Von dieser wurden als Bleikephalin gewonnen: 0,0548 g. 

Die Chlorcadmiumfillung gibt nach Abzug einer ganz geringen 
Menge eines atherléslichen Salzes 0,0342 g Chlorcadmiumlecithin. Dieses 
war in kaltem Benzo] glatt léslich und fiel durch Alkohol wieder aus. 
Nach den Metallsalzfaillungen blieb noch eine geringe Menge einer Sub- 
stanz zuriick, die, weil nicht definierbar, nicht weiter verwertet wurde. 
Addiert man zu den fiir 12,5ccm der Lésung gefundenen Mengen der 
Phosphatidsalze noch die fiir die weggenommenen 10 ccm berechneten 
Mengen, so ergibt sich fiir das Kephalinblei eine Ausbeute von 0,0986 g, 
fiir das Chlorcadmiumlecithin von 0,0615 g. 

Fiir das Kephalinblei hat Thudichum einen Bleigehalt vou 16°/, 
gefunden. Das fiir Blei berechnete Gewicht in Abzug gebracht, bleiben 
fiir Kephalin 0,0828 g oder 16,24 °/,. 

Das Cadmiumlecithin ist, wie schon Strecker und Bergell 
beobachtet haben, inkonstant zusammengesetzt. Bergell gibt fiir das 
Eilecithin als Durchschnittsgehalt an Cadmium 12,399 °/, an oder 
20,22 °/, CdCl,. 

Thudichum findet in dem Chlorkadmiumlecithin des Ochsen- 
hirns 19,1°/, CdCl, Legt man diesen Wert der Berechnung des Le- 
cithins zugrunde, so ergibt sich in unserm Fall 0,0492g oder 9,76°,, 
lecithinartige Substanz. 


B. Markhaltige Fasern. 


Das hier verwendete Material wurde aus menschlichen 
Ischiadicis, und zwar in der Weise gewonnen, daB aus még- 


lichst fettarmen Nervenstimmen die Nervenfasern einzeln aus- 
gezupft wurden. Man erhalt so fett- und bindegewebsfreie 
_Fasern. Eine Vorbehandlung mit Petrolaither wurde so ver- 
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mieden. Das Material wurde wie die marklosen Fasern weiter- 
behandelt. 

Die Untersuchung der markhaltigen zeigte gegeniiber den- 
jenigen der marklosen Fasern in allen ihren Phasen so augen- 
fallige Verschiedenheiten, daB man schon daraus_ erkennen 
konnte, daB hier andere Substanzen vorherrschend sind wie 
dort. Man konnte sich andererseits davon iiberzeugen, wie 
sehr die Léslichkeitsverhaltnisse von Gemengen sich bei glei- 
chen Lésungsgenossen aber verschiedener, absoluter und relativer 
Mengenverteilung derselben andern. Entsprechend diesen ge- 
ainderten Léslichkeitsbedingungen muBte auch der Gang der 
Fraktionierung stellenweise etwas abgeiindert werden. Es soll 
daher im folgenden auf diese Verschiedenheiten besonders hin- 
gewiesen werden. 

Von 3,7731 g Trockenfasern blieben nach der Benzolextraktion 
2,0152 g zuriick. Es wurde somit 1,7579 g oder 46,59 °/, Substanz 
extrahiert. 

Der Benzolextrakt ist trotz starker Konzentration nur wenig gelb 
gefarbt und zeigt keine Fluorescenz. Nach Vertreiben des Benzols bleibt 
eine fast weiBe, feste, in diinnen Blattern sich abbréckelnde Substanz 


zuriick. 
Der Acetonextrakt ist fast farblos, sein Riickstand betrigt 0,4642 g 
oder 26,41 °/). Schon aus dem Acetonextrakt krystallisieren die ersten 


Portionen des Cholesterins farblos und mit dem Schmelzpunkt von 142° aus. 
Salkowskis und Liebermanns Reaktionen sind positiv. Verdampft 
man das Aceton und nimmt mit Ather auf, so bleibt ein Teil unléslich 
zurick = 0,0191 g oder 1,08°/,. Es handelt sich um Cerebroside. 

Versetzt man den in Aceton unldéslichen Riickstand mit Ather, so 
bleibt hier ein groBer Teil als weiBer, kérniger Niederschlag zuriick. 
Der Niederschlag ist gréber als sonst, wenn eine gréBere Menge Phos- 
phatide in Lésung sich befindet, Er la8t sich abfiltrieren und wird mit 
Ather ausgewaschen. Die Ausbeute an Cerebrosiden betrigt 0,2156 g 
oder 12,26°/). Dieses Gemenge schmilzt ungereinigt bei 204° und gibt 
die fiir diese Gruppe charakteristischen Reaktionen, Durch Alkohol- 
fallung aus der atherischen Lésung wurde ein fast weibes, kreidiges 
Kephalin-Praparat erhalten. Ausbeute: 0,1931 g oder 10,98 °/,. Schmelz- 
punkt der ungereinigten Substanz: 172 bis 174°. 

Durch 6ftere Wiederholung der entsprechenden Manipulationen 
wurden noch gewonnen an Cerebrosiden 0,0853 g oder 4,85 °/), an Kepha- 
linen 0,0249 g oder 1,42 °/). 

SchlieBlich wurden fiir die Fraktionierung durch die Metallsalze 
43,5 ccm einer alkalischen Lésung erhalten. Von diesen werden 15 ccm 
fiir die Phosphorbestimmung verwendet. Diese geben einen Riickstand 
von 0,1137 g mit 2,98°/, Phosphor. Auch hier zeigt der hohe Phosphor- 
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gehalt die Anwesenheit von Phosphatiden in tiberwiegender Mehrheit an. 
Die Bleifallung gab in der restierenden Lésung einen Niederschlag ent- 
sprechend 0,0627 g. Dieses Bleisalz ist in Ather und in Alkohol kalt 
und hei8 nicht léslich, lést sich aber in kaltem Benzol und fallt mit 
Alkohol. Mit welcher Bleiverbindung man es hier zu tun hat, bleibt 
gegenwirtig noch dunkel. Der Chlorcadmium-Niederschlag betragt in 
Benzol gelést und mit Alkohol gefallt 0,0497 g. Berechnet fiir die ge- 
samte alkoholische Lésung ergibt sich 0,0672 g Chlorcadmium-Lecithin 
oder 0,051 03 g = 2,9 °/, Lecithin. 

Nachstehend stelle ich die gefundenen Werte tabellarisch 


zusammen. 





























Marklose F. Markhaltige F. 
Gesamtextraktmenge = 11,51 °/, Gesamtextraktmenge — 46,59° , 
in Prozenten des in Prozenten des 
Gesamtextrakts Gesamtextrakts 
o e5 Ye © zs Bo 
Substanzen | ©5 &252/Summe] Substanzen %§ “ge t|Summe 
ad 38% ga 2334 
45 3258 O25 Zese 
3” 3254 a> gas 
as 56 Fo eS ais 20 . o/, 
Cholesterin 47,0 —_ 47,0 | Cholesterin 25,0 _- 25,0 
Kephaline 7,5 16,2 | 23,7 | Kephaline 124, — 12,4 
Cerebroside 6,0 — 6,0 | Cerebroside 18,2 -- 18,2 
Lecithine —_ 9,8 9,8 | Lecithine _ 2,9 2.9 
Summe 86,5 Summe 58,5 
Tabelle 


zum Vergleich mit Bestimmungen aus grauer und weiSer Substanz 
des Gehirns. 


Graue Substanz WeiBe Substanz 





100 g feuchte Substanz geben: 
Thudichum: 
Cholesterin. ......... 1,968 3,26 g 
DE bak ese es Sy 0,09 ,, 
Phrenosin .... . Mone, — = 
cs Soe SS ha ele 1,59 ,, 0,73 ,, 
100 g Trockensubstanz geben: 
Petrowsky: | 
Cholesterin-}- Fette . .... . 18,68¢ 51,90 g 
eee 9,54 ,, 
SEE «0s 2 abs 44 ewe we ORR 9,90 ,, 


Die Tabelle l4B8t eine Reihe interessanter Tatsachen er- 
kennen. Zuniachst findet man, daB die beiden Nervenarten in 
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qualitativer Beziehung mit Riicksicht auf die besser charak- 
terisierten Stoffe nicht verschieden sind. Dagegen begegnete 
die Untersuchung der markhaltigen Fasern Substanzen, die, 
weil noch unerforscht, in die Tabelle nicht aufgenommen wurden 
und die Differenz in der Ausbeute ausmachen. 

In quantitativer Beziehung bestatigt sich die Beobachtung, 
die schon bei der Darstellung gemacht worden war. In den 
marklosen Fasern sind die Phosphatide sehr reichlich vertreten, 
in den Markfasern iiberwiegen die Cerebroside. Es zeigt sich 
in beiden Fallen, da8 nicht Lecithin, sondern Kephalin das 
Hauptphosphatid, der fiir die Nervenfaser charakteristische phos- 
phorhaltige Korper ist. 

Uberraschend war auch der hohe Cholesteringehalt der 
marklosen Fasern. 

Ein Vergleich dieser Resultate mit den vorliegenden Be- 
stimmungen aus grauer und weiGer Substanz kann direkt nicht 
gemacht werden. Thudichums Zahlen beziehen sich auf feuchte 
Substanz, und jene Petrowskys sind nicht einwandfrei. Es 
kénnen die einzelnen Werte nur untereinander verglichen 
werden. 

Der gréBere Phosphorgehalt der grauen Substanz und der 
groéBere Gehalt von Cerebrosiden fiir die weiBe Substanz stimmt 
zu den Mengenverhaltnissen der marklosen resp. markhaltigen 
Fasern. 

Die Werte fiir das Cholesterin verhalten sich dagegen beim 
Gehirn umgekehrt wie bei den peripheren Nerven. 

,.Markhaltig‘’ und ,,marklos‘‘ sind anatomische Begriffe. 
Auch die Marksubstanz oder das ,,Myelin‘’ nach Virchow ist 
eine morphotische Bezeichnung. Chemisch ist sie der Ausdruck 
fiir einen Komplex von mehr oder weniger gut definierten Sub- 
stanzen. Wie viele und welche chemische Substanzen in diesen 
anatomischen Begriff einzuordnen sind, dariiber lassen sich ge- 
naue Angaben nicht machen. Auch der Versuch, aus der Dif- 
ferenz zwischen den ,,Lipoidstoffen‘‘ der markhaltigen und mark- 
losen Fasern einen SchluB zu ziehen, kann nur als Notbehelf 
angesehen werden. 

Die marklose Faser setzt sich bekanntlich anatomisch zu- 
sammen — wenn man von den protoplasmatischen Bestand- 


teilen absieht — aus der Bindegewebs-, der sog. Schwann- 
12* 
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schen Scheide, aus den Primitivfibrillen und aus der die letztern 
miteinander verkittendenden interfibrillaren Substanz. Eine 
eigene Myelinschicht findet sich hier nicht. Dagegen ist be- 
achtenswerterweise von neueren Nervenhistologen auf das Vor- 
kommen von ,,Myelin‘ in der interfibrillaren Substanz auf- 
merksam gemacht worden. In der Tat hat obige chemische 
Untersuchung gezeigt, daB mit Bezug auf die bisher beob- 
achtete ,,Lipoidstoffe‘’ kein solcher prinzipieller Unterschied 
zwischen marklosen und markhaltigen Fasern besteht, wie nach 
dem mikroskopischen Bilde zu erwarten war. 
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Uber die Anderung der inneren Reibung beim Abbau 
von Eiweib. 
(Vorliufige Mitteilung.) 
Von 
Karl Schorr. 


(Aus der Biologischen Versuchsanstalt in Wien 
Physikalisch-chemische Abteilung.) 


(Eingegangen am 10. August 1908.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Vor einigen Jahren hat E.J. Spriggs’) konstatiert, dab 
bei der Einwirkung von Pepsinsalzsiure auf Eiwei® (aus Rind- 
fleisch extrahiertes Syntonin) eine Abnahme in der Viscositat 
der Lésung zu beobachten ist. Diese Abnahme, die, wie aus 
der Bestimmung des Verhiltnisses des koagulablen zum un- 
koagulablen Anteile hervorgeht, der fortschreitenden Verdauung 
entspricht, findet demgemaé8 sowohl bei der Einwirkung von 
bloBer Salzsiure als auch beim Einhalten einer niedrigeren 
Temperatur des Verdauungsgemisches (5°) langsamer statt. 

Bei Versuchen, die ich von anderen Gesichtspunkten aus 
an salzfrei dialysierter, mit verschieden starker Natronlauge 
versetzter Serumlésung vornahm, ergab sich folgendes bemer- 
kenswertes Verhalten. 

Beim Beginne der Laugeneinwirkung zeigt sich zunachst 
eine deutliche Zunahme der inneren Reibung, die erst 
nach Erreichung eines gewissen Maximums in eine stetige Ab- 
nahme der Reibungswerte iibergeht. Je nach der Starke der 
verwendeten Lauge und der Hohe der Versuchstemperatur 
variiert im Kurvenbilde die Steilheit und Lange des Reibungs- 
anstieges und die Dauer des Verweilens auf der Hohe des 
Maximums vor dem Abfalle der Reibungswerte. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chemie 35, 465, 1902. 
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Als Beispiel diene eine an 0,25 fach normaler Natronlaugen- 
Serumlésung bei 24,5° C gewonnene Reihe, die ich in ihren 
Zahlenwerten und im Kurvenbilde wiedergebe. 

Die Bestimmungen wurden in der iiblichen Weise mit einem Vis- 
cosimeter in der von Ostwald angegebenen Form in einem Thermo- 
staten ausgefiihrt, dessen Temperaturschwankungen 0,02° nicht iiber- 
schritten. Wo die Ablesungen (wie in den meisten Fallen) durch lingere 
Zeit hindurch ausgedehnt wurden, wurden die Lésungen durch tiefes 
Eintauchen des Viscosimeters in die Badefliissigkeit und gutes Ver- 
korken wahrend der notwendigen Zwischenpausen méglichst vor Ver- 
dunstung und chemischer Verainderung (hauptsichlich durch die Koilen- 
siure der Luft) geschiitzt. Zur Bestimmung der Durchlaufszeit diente 
eine Rennuhr, die Fiinftelsekunden anzeigte. 


Tabelle I. 
0,25 n NaOH-Serum bei 24,5° C. 

An Stelle der eigentlichen Reibungswerte sind hier, wie 
unten in Tabelle II, der Einfachheit halber die ihnen — unter 
Voraussetzung gleich bleibenden spezifischen Gewichtes'!) — 
proportionalen Durchstrémungszeiten gesetzt. Unter a steht 
die vom Augenblicke des Laugenzusatzes an verflossene Zeit 
in Minuten, unter b die Durchstrémungszeit in Finftelsekunden. 

















. b <4 b 7 b - b 
Min. Min. Min. Min. 

s | 663 34 | «(728 66 721 261 665 
12 | 676 | 37 | 742 70 | 722 | 285 | 663 
15 | 693 41 | 734 96 715 320 651 
is | 704 44 | 732 02 | 712 324 | 651 
22 714 48 | 730 105 | 710 330 | 648 
25 717 55 730 109 | 711 347 | 647 
28 723 58 | 729 253 | 669 355 | 645 
31 725 62 | 729 258 | 665 


Anschaulicher werden diese Verhaltnisse, wenn wir die 
hier enthaltenen Beobachtungen zu einem Kurvenbilde zu- 
sammenfiigen, dessen Abszissenwerte den zeitlichen Verlauf des 


1) Wie weiter unten auseinandergesetzt wird, ist diese Annahme 
wahrscheinlich nicht strenge giltig, ohne daB aber die hierdurch ent- 
standenen Fehler die in der Methode begriindete Fehlergrenze iiber- 
schreiten kénnten. 
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Prozesses illustrieren, wahrend als Ordinaten die Durchstrémungs- 
zeiten aufgetragen sind. (Siehe Figur 1.) 

Auch bei mit Salzsiure versetztem Serum, das sonst die 
gleiche Behandlung erfuhr wie im ersten Falle, lie sich ein 
ebensolcher anfanglicher Anstieg der inneren Reibung mit nach- 
folgendem Abfalle nachweisen. 





Fig. 1. | 
7 a 708 — 
I 
I / 
77 J et —— - "162 — / 
-_ : | 
| Mh. | } 
\ | 
LS EES 
68 ~ K——+$ —_—— 7% —_____—_— 
| \ | 
| a 
| | | 
ai _ gg 6 Stunden 6 —~ : 1 Tag 3 Tag 3 Jag 
0,25 NaOH-Serum bei 24,5° C. 5,5 HCl-Serum bei 24,5° C. 
Abszisse: 1 Teilstrich = 2 Stunden. Abszisse: 1 Teilstrich — 1 Tag. 
Ordinate:1 ,, —=%/;Sekunden Ordinate:1 _,, 36) -Sekunden 
Durchstrémungszeit. Durchstrémungszeit. 


In dem Beispiele, das ich hier zur Exemplifizierung heraus- 
greifen will, zeigt sich gleichzeitig noch eine weitere interessante 
Erscheinung. 

Schon Spriggs') hat (bei der Einwirkung von Pepsin 
auf Wittes Pepton) beobachtet, daB eine Lésung, in der sich 
eine zur Bildung eines Niederschlages fiihrende Reaktion ab- 
spielt, noch lange vor dem Auftreten einer sichtbaren Triibung 
ein konstantes Ansteigen der inneren Reibung aufweist, bis 
die schlieBliche Ausfallung den Messungen begreiflicherweise ein 
Ende macht. 

Diese Erscheinung kombiniert sich nun im vorliegenden 
Falle (5,5fach normale Salzséure-Serumlésung) mit den oben 


yLe. 
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geschilderten in folgender Weise: Zuerst erfolgt eine Zunahme 
der Viscositét bis zu einem Maximalwert, worauf sofort der 
Abfall eintritt. Uber diesen fiir die allgemeine Einwirkung 
von OH’- und H-Ionen auf EiweiSlésung offenbar typischen 
Verlauf lagert sich ein zweiter ProzeB, die Ausfallung der 
Serumlésung durch starke Séure, der jetzt erst einsetzt: Nach 
Passierung eines Minimums steigen also die Reibungswerte 
wieder an, .schlieBlich rapide, bis die Flocken endlich die 
Reibungsréhre verstopfen. (Siehe Tabelle und Figur II.) 


Tabelle II. 
5,5n HCl-Serum bei 24,5° C. 
Unter a steht die von der ersten Messung an gezihlte 
Zeit in Stunden, unter b die Durchstrémungszeiten in Fiinftel- 
sekunden. 





a a 
Stunden Stunden 


691 
700 
771 


799 


692 
707 
710 


705 


-3 -]1 Gr to 
Se ne | 


bo Ww 
or 





Zu diesen vorliufigen Mitteilungen sehe ich mich veranlaSt, 
da ich aus duBeren Griinden fiir die Dauer der Sommer- 
monate verhindert bin, die begonnenen und groBenteils nahe 
zu Ende gefiihrten Untersuchungen iiber die Anderung der 
inneren Reibung von EiweiSlésungen bei wachsendem Alkali- 
und Sauregrade und verschiedener Temperatur und ihrer Be- 
ziehung zu sonstigen physikochemischen Konstanten, wie zum 
Beispiel der Leitfahigkeit und der Koagulationstemperatur, 
vor allem aber dem spezifischen Volum’) abzuschlieBen. 

Die diesbeziiglichen Ergebnisse, denen vielleicht auch einige 
Bedeutung fiir die Theorie des EiweiBabbaues zukommen diirfte, 
hoffe ich nath Ablauf der genannten Frist ausfiihrlich vor- 


legen zu kénnen. 


‘) Diese Anderung des spezifischen Volums hat eben zur Folge, 
daB, wie oben angedeutet, die Durchstrémungszeiten den Reibungswerten 
nicht strenge proportional sind. 





Uber den Siuregrad des Harnes. 


Von 
Adolf Jolles. 


\us dem chemisch-mikroskopischen Laboratorium von Dr. M. und 
Dr. Ad. Jolles in Wien.) 


(Eingegangen am 17. August 1908.) 


Mit 1 Figur im Text. 


Die Titrationsmethoden zur Bestimmung des Sauregrades 
des Harnes geben uns zwar seine Gesamtaciditit, ausgedriickt 
in Kubikzentimeter der verbrauchten Lauge, an, von dem Wesen 
des Saéuregrades, der Konzentration der Wasserstoffionen er- 
fahren wir dabei gar nichts. Es war also die Aufgabe der vor- 
liegenden Arbeit, zu zeigen, wie groB die H-Konzentration des 
Harnes ist, und ob nur der Gehalt an sauren Phosphaten den 
Sauregrad des Harnes bedingt. Dies sollte vermittels der Wasser- 
stoffionen-Konzentration auf physikalisch-chemischem Wege 
untersucht werden. 

Theoretisch stehen mehrere Wege zur Bestimmung der 
Wasserstoffionen-Konzentration offen. — Die dlteste und all- 
bekannteste ist die Rohrzuckerinversion.!) Aus der Geschwindig- 
keit der Inversion schlieBt man auf die Konzentration der 
Wasserstoffionen, welche die Inversion tatsachlich verursacht. 

AuBerdem gibt uns die Beobachtung der Zerfalisgeschwindig- 
keit mancher organischer Verbindungen, wie Methylacetat,*) 
Acetamid*) oder Diazoessigester*) auch ein Mittel in die Hand, 


die Wasserstoffionen-Konzentration zu bestimmen. Sehr schéne 


1) Arrhenius, Zeitschr. f. physikal. Chem. 4, 226, 1889. — Ost- 
wald, Journ. f. prakt. Chem. 29, 385, 1884; 31, 307, 1885. 

2) Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. (2), 28, 449, 1883. 

8) Ostwald, Journ. f. prakt. Chem. (2), 27, 1, 1883. 

4) Bredig-Fraenkel, Zeitschr. f. Elektr. 11, 525, 1905. 
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Resultate liefert die Methode der Gasketten, und besonders ein- 
fach ist die Methode der Indikatoren,’) die vor kurzem von Salm 
eingefiithrt worden sind. 

Bei der Auswahl der verschiedenen Methoden erwies sich 
die Rohrzuckerinversionsmethode als die fiir den Harn ent- 
sprechendste. Die Methylacetat- und Diazoessigestermethode 
verlieren sehr an Sicherheit bei Anwesenheit fremder Salze, die 
ja im Harne in so reichlichem MaBe auftreten, die Indikatoren- 
methode, welche prinziviell die einfachste wire, scheitert an der 
bereits von vornherein vorhandenen Farbung der Harne. 

Die Gaskettenmethode hingegen ist nur mit feineren Appa- 
raten gut ausfiihrbar. 

Die Wasserstoffionen-Konzentration, welche ich im Harne 
zu bestimmen unternahm, wechselt stark mit der Temperatur. 
Es muBte also auch diese Frage in Erwaigung gezogen werden. 

Nachdem es vorauszusetzen war, daB die Wasserstoffionen- 
Konzentration des Harnes, eines Nierenproduktes, nur sehr 
niedrig sein wird, schien es anfangs am zweckmaBigsten, die 
Inversion bei der Kochhitze vorzunehmen, da nur in diesem 
Falle eine merkliche Inversion zu erwarten war. Nun zeigte 
sich aber, da8 durch die auftretende Zersetzung des Harnstoffs 
in Ammoniak und Kohlensiure der Harn beim Kochen seine 
Aciditét bald verliert und so die Messung irrelevant macht. 
Auch bei 76° C war eine Harnstoffzersetzung bemerkbar. Erst 
bei Messungen, welche bei 37° C ausgefiihrt wurden, konnte von 
der Harnstoffzersetzung des Harnes, die nunmehr nur in mini- 
malem Grade stattfindet, abgesehen werden. Dabei zeigte es 
sich, wie von mir erwartet wurde, daB die Konzentration 
der Wasserstoffionen im Harne sehr gering ist und dieselbe fast 
gar keine Zuckerinversion zu verursachen imstande ist. Einige 
Versuche mit reinen Phosphatlésungen ergaben, da®B die im 
Harne vorhandenen sauren Phosphate die minimale Zucker- 
inversion des normalen Harnes verursachen und erklaren. Im 
Laufe der Untersuchungen haben sich einige merkwiirdige Ver- 
halten verschiedener pathologischer Harne ergeben. Auch die 
Zersetzung des Harnstoffs in Ammoniak und Kohlenséiure und 
die damit parallel verlaufende Neutralisation der primaren Phos- 


1) Salm, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57. 
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phate bietet eine ziemlich interessante Erscheinung dar, welche 
im experimentellen Teile genau ausgefiihrt werden soll. 


Experimenteller Teil. 

Die verschiedenen Harne, die zur Untersuchung gelangten, 
wurden mit entsprechenden Mengen Rohrzucker  versetzt, 
sodann die Zuckerlésung mit Harn im MeBkolben zur Marke 
aufgefiillt. Sofort wurde dann die Lésung bei 20° C in einem 
Halbschattenapparate in einem 200 mm- Rohr polarisiert und 
auch die Aciditaét derselben bestimmt. Die so bereiteten 
Lésungen wurden der Einwirkung verschiedener Temperaturen 
unterworfen, wobei meistens die Kochhitze, 76° C und 37° C in 
Betracht kamen. In verschiedenen Intervallen wurde die Dre- 
hung und Aciditét der so behandelten Harne bestimmt. 

Die der Kochhitze unterworfenen Harne zeigten einen sehr 
raschen Abfall der Aciditaét, was auf die Entweichung von 
Kohlensaiure aus dem zersetzten Harnstoff und Zuriickbleiben 
der entsprechenden Ammoniakmenge zuriickgefiihrt und durch 
Untersuchungen vollauf bestiatigt wurde. 

Die Bestimmung der aus dem gekochten Harne entweichen- 
den Kohlensiure wurde mit dem abgebildeten Apparate aus- 
gefiihrt. 

Im Jeneriser Kolben, um ewaige Alkaliabgabe von Glas 
zu vermeiden, wurde der mit Zucker versetzte Harn gekocht. 
Das Kochen geschah, wie man aus der Abbildung ersehen kann, 
unter Beniitzung eines RiickfluBkiihlers, welcher das verdamp- 
fende Wasser zuriickkondensierte. Die sich entwickelnde Kohlen- 
siure wurde durch einen durch den Kolben gefiihrten kohlen- 
siurefreien Luftstrom weggefiihrt, passierte den Kihler, dann 
das lange nach abwarts gebogene Rohr und gelangte, nach voll- 
kommenem Trocknen vermittels einer Schwefelsiure -Wasch- 
flasche, im Kaliapparate zur Absorption. 


Gewohnlich hat sich bei solchen Bestimmungen auch festes 
Ammoncarbonat im Kiihler kondensiert. Dieses wurde sodann 
titrimetrisch auf Kohlensaéure bestimmt und die Kohlensaure- 
menge zu der von dem Kaliapparate absorbierten addiert. Um 
sich auch zu iiberzeugen, daB die Kohlensiure von der Zersetzung 
des Harnstoffs in Ammoniumcyanat und Ammoncarbonat in 
weiterer Linie stammt, wurde im Harne der Harnstoff vor und 
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nach dem Kochen bestimmt. Den Aciditatsabfall konnte man 
durch Titration, wie auch durch die Bestimmung der Mono- 
und Diphosphate vor und nach dem Kochen genau verfolgen, 

















da durch das entwickelte Ammoniak die Monophosphate in 
Diphosphate umgewandelt wurden. Auf diese Weise konnte die 
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Veranderung, welcher der Harn beim Kochen unterliegt, genau 


verfolgt werden. 

Nachstehend gestatte ich mir eine tabellarische Zu- 
sammenstellung der typischen Resultate, die ich bei den unter- 
suchten Harnen erhalten habe, vorzufiihren. In der Tabelle ist 
zuerst die allgemeine Beschaffenheit des Harnes angegeben, so- 
dann die Temperatur der Behandlung. Die Inversionsgeschwin- 
digkeit und AciditiétsiuBerung wurde vor der Behandlung und 
in mehreren Intervallen im Laufe derselben bestimmt. Jn vier 
der Kochhitze unterworfenen Harnen wurde sowohl die ent- 
wickelte Kohlensiure und die Zersetzung des Harnstoffs, wie 
auch die Mono- und Diphosphate vor und nach dem Kochen 
genau bestimmt. Die Rohrzucker-Konzentration war in allen 
untersuchten Proben sehr nahe 10°Zig. Bei allen untersuchten 
Harnen ist das spezifische Gewicht, bei den Zuckerharnen auch 
die Eigendrehung vermerkt. 

Unter den Abkiirzungen bedeuten T. == Tage = 24 Stunden, 
St. bedeuten Stunden. 

Die ersten drei Harne, welche in der Kochhitze stundenlang 
behandelt wurden, gaben eine Inversion von wenigen Zehntel- 
graden. Der vierte Harn, welcher in der Kochhitze in 2 Stunden 
1,05°, in 6 Stunden 3,65° und in 12 Stunden 4,18° Ablenkungs- 
ainderung hervorrief, ist ein Zuckerharn von nicht besonders 
hoher Aciditét. Auch die Zuckerharne 5 und 6 zeigen nach 
12stiindigem Kochen Ablenkungsanderungen von 14,1° bzw. 
3,2°. — Welchem Umstande es zuzuschreiben ist, daB Zucker- 
harne in der Kochhitze stiarker invertieren, ist nicht bekannt. 
Vielleicht liegt hier nur eine Scheininversion vor, indem sich die 
im Zuckerharne bereits vorhandene Dextrose irgendwie ver- 
andert. Der groBe Abfall der Aciditaét ist durch die in hohem 
Grade auftretende Harnstoffzersetzung sehr gut erklirlich. Ja, 
wenn das gesamte, aus dem zersetzten Harnstoff entstandene 
Ammoniak im Harn geblieben wire und nicht teils in Form von 
Ammoncarbonat in den Kiihler sich niedergeschlagen, teils in 
der Schwefelsiureflasche gebunden ware, miiBte der Harn nach 
dem Kochen alkalisch reagieren. — Die entwickelte Kohlen- 
sdure stimmt mit der aus dem zersetzten Harnstoff berechneten 
ziemlich iiberein. Die groBe Menge der entweichenden Kohlen- 


sdure mu8 ganz besonders betont werden, da in der Literatur 








ar Aciditat (Zahl der verbrauchten 
Tempe- _ Ablenkungswinkel cem n-Lauge pro Liter mit Rohr- 
Beschaffen- ratur der (Grade der Zuckerskala) zucker versetztem Harn) 
heit des Behand- 
Harnes lung 


Nr. 


am zu 
c An- _ nach nach nach | nach nach nach | nach | nach 
fang | 


| Laufende. 


12 St., 
normal Kochhitze] 38,05 37,65 


enthait Gal- . 12 St., 
2] lenfarbstoff 37,90 37,35 


enthalt 12 St., 
Albumin , 37,25 
2 St., 
Zuckerharn os 5, 44,65 
2 St., 

5) Zuckerharn . 5, 51,6 | 
2 St., 
3} Zuckerharn . : 40,3 
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o ae 

Uratharn 


normal! 
normal 
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1'|,g NaFl) 


Uratharn 


Uratharn 37 38,00 


Zuckerharn 
Aceton, | 6 T., a P., 
Acetessig- | 37 57,6 | 57,4 7 5,6 
sdure 24 St., 24 St. 
Coliharn 37 38,17 | 15,62 40 40 











Angaben zu finden sind, denen zufolge der Kohlensiéureverlust 
des Harnes beim Kochen als gering geschitzt wird.') Trotz des 
raschen Aciditatsabfalles ist die Inversionsfahigkeit der Harne 
bei der Kochhitze relativ gréBer als bei niedrigeren Tempera- 
turen, ein Umstand, der einen hohen Temperaturkoeffizienten 
vermuten laBt. 

Die bei 37° C untersuchten Harne zeigen im allgemeinen 


die geringste Inversionsfahigkeit. Nur ein Coliharn zeigte in 


einem Tage die erhebliche Ablenkungsaénderung von 9,64° V. — 
Uratharne mit hoher Aciditaét zeigen keine solche Ausnahme. 
Merkwiirdig ist noch eine Tatsache. In mehreren Fallen 
konnte eine mit der Zeit steigende Inversionsfahigkeit beobachtet 
werden. 


1) Malfatti, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 8, 473, 1906. 
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. , ; " 1,016 

So im Uratharne 8 bei 80° C, im normalen Harne 12 bei 
37° C., welchen behufs Girungsvermeidung 114 g Fluornatrium 
zugesetzt wurden. ral 

Auch zeigen die zwei bei 37° C untersuchten Uratharne 13 
und 14 ganz deutlich diese Erscheinung. Worauf dieses Ver- 
halten, welches so sehr einer Autokatalyse ahnelt. zuriick- 
zufiihren ist, kann zurzeit nicht beantwortet werden. Ein SchluB 
kann aus allen Tatsachen sicher gezogen werden: 

Die Wasserstoffionen-Konzentration im Harne ist 
eine sehr geringe. Die sehr geringe Inversionsfaihigkeit der 
Harne ist ein ausgezeichneter Beleg dafiir. 

Die so niedrige Konzentration der Wasserstoffionen ent- 
spricht annaihernd der im Harne vorhandenen Menge von Mono- 
natriumphosphat. Wird namlich Mononatriumphosphat in sol- 
chen Mengen, wie es in dem Harne vorkommt, mit Rohrzucker- 
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lésung behufs Inversion versetzt, so ruft es eine Ablenkungs- 
anderung hervor von derselben GréSenordnung, wie es beim 
Harne der Fall war, z. B.: 





Ablenkungswinkel 


NaH,PO 
_ sofort nach nach 


4g im Liter 38,209 | 24St. 38,20°| 6 T. 38,10° 

4g im Liter 

+. 4g Diphos- | 

phat... .| 38,389 =| 24St. 38,389 | 6 T. 38,30° | 8 T. 38,30° 





Die Zuckerlésungen waren ca. 10% ig. Das primaire Na- 
triumphosphat, von Merck bezogen, enthielt 22,599 P,O,, welche 
Tatsache dahin deutet, da8 das Priiparat etwas verwittert war. 
Die Inversionsfahigkeit des sauren Phosphats unter den obigen 
Bedingungen ist ebenso wie die des normalen Harnes kaum 
merklich. 

Auf Grund dieser Tatsache mu8 der allgemeinen Meinung, 
da8 das Monophosphat die Aciditaét des Harnes bedingt, beige- 
stimmt werden, hingegen der Behauptung des Herrn Dr. B. 
Wagner’), daB es organische Séuren sind, entschieden wider- 
sprochen werden, da organische Sauren viel starker invertieren 
miiBten und sich in freiem Zustande bei Gegenwart von sekun- 
diren Phosphaten itiberhaupt nicht behaupten kénnten. 

Das Hauptergebnis, welches fiir die Methodik zur Unter- 
suchung der Wasserstoffionen - Konzentration vermittels Rohr- 
zuckerinversion von Wichtigkeit ist, ist die Tatsache, da ein- 
wandfrei nur eine niedrige Versuchstemperatur, wie z. B. 37°C, 
ist. Bei héheren Temperaturen wirkt die Harnstoffzersetzung 
des Harnes sehr stérend. — Die Wasserstoffionen-Konzentration 
laBt sich zahlenm&éBig wegen der sehr geringen Inversions- 
geschwindigkeit tiberhaupt nicht zum Ausdruck bringen. Als 
die beste Methode, die auch zahlenmaBige Resultate liefern 
kénnte, muB8 die von mir bereits erwihnte Gaskettenmethode 
bezeichnet werden. 


1) Uber die Ursache der sauren Reaktion des Harns. Chem.-Zeitg. 
1907, 485. 





Ein Beitrag zur Chemie der amyloiden Entartung. 


Von 
Olay Hanssen, Christiania. 
(Arbeiten aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraSburg.) 


(Eingegangen am 25. August 1908.) 


a 


Die chemische Klarstellung der amyloiden Entartung wird 
sehr erschwert durch den Umstand, da8 die Isolierung des 
Amyloids von dem iibrigen Gewebe auf groBe Schwierigkeiten 
st6éBt. Die ersten Untersucher (C. Schmidt, Friedreich und 
Kekulé) haben von dieser Schwierigkeit einfach abgesehen 
und das amyloidentartete Gewebe ohne eingreifende chemische 
oder mechanische Vorbehandlung als solches der Analyse unter- 
zogen. Dabei ist die Voraussetzung gemacht, daS das unter- 
suchte Gewebe ganz oder doch nahezu ganz aus der amyloiden 
Substanz besteht, eine Annahme, die sicher nicht entfernt 
zutrifft. 

Spitere Autoren unter Vorantritt Kiihnes haben dagegen 
die durch ihre geringe Angreifbarkeit durch Pepsin und Salz- 
siure ausgezeichnete Substanz mittels anhaltender Pepsinver- 
dauung zu isolieren gesucht und sie dann weiter gereinigt. 
Aber auch dieser Weg unterliegt mehrfachen Bedenken. 

Der bei Pepsinverdauung unangegriffen gebliebene Rest 
enthalt naturgemiéB auch die durch Pepsin schwer angreifbaren 
Teile des normalen Gewebes beigemengt. Sodann ist das durch 
Verdauung isolierte Amyloid sicher nicht mehr mit dem ur- 
spriinglichen identisch, da es im Gegensatz zur genuinen Sub- 
stanz in Ammoniak ganz leicht léslich ist und die typische 
Jodreaktion nicht mehr darbietet. Endlich bleibt die Méglich- 
keit, daS wahrend der Verdauung sekundire Vorginge Platz 

Biochemische Zeitschrift Band 13, 13 
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greifen, durch die es zur Bildung von Stoffen kommt, die nach 
Analogie der Nucleine fiir Pepsin schlecht angreifbar sind, und 
da8B somit das durch Verdauung erhaltene Amyloid ein Gemenge 
ist, dessen Beziehung zum Amyloid erst naherer Aufklarung 
bediirfte. 

Auf Veranlassung von Herrn Professor Hofmeister habe 
ich zur Isolierung des Amyloids einen anderen Weg eingeschlagen, 
den der mechanischen Trennung. Dazu stellten die ,,Sagokérner“ 
der Amyloidmilz das giinstigste Material dar. 

Nachtraglich hat sich bei eingehenderem Studium der 
Literatur ergeben, daB Virchow’) bereits in der grundlegenden 
Abhandlung, in der er zum erstenmal die Jodschwefelsiure- 
reaktion beschreibt, auf eine solche mechanische Isolierung der 
Sagokérner hingewiesen hat. 

Er schreibt: ,,Ich wollte den Versuch machen, durch an- 
haltende Maceration die Korner in einer ahnlichen Art zu iso- 
lieren, wie man es bei der Starkebereitung zu tun pflegt, und 
stellte daher die Milz unter einen kontinuierlich flieBenden 
Wasserstrahl. Sollte es gelingen, auf diese Weise die Korner 
frei zu machen, so wiirde man das Material zu einer geordneten 
chemischen Untersuchung in hinreichender Masse gewinnen 
kénnen und schon aus diesem Grunde ist die Auffindung eines 
solchen Objekts gewiB sehr wertvoll.“ 

Dieser Fingerzeig hat anscheinend bisher keine Beriick- 
sichtigung gefunden. Vermutlich ist der Versuch, wenn er 
gemacht wurde, an technischen Schwierigkeiten gescheitert. 

Bevor ich an die Wiedergabe meiner einschlagigen Ver- 
suche gehe, sei ein kurzer Uberblick der bisher ausgefiihrten 
chemischen Untersuchungen gegeben. 

Carl Schmidt?) bestimmte den Stickstoffgehalt von 30 g 
in Brei verwandelter amyloider Milz. Er fand darin ebenso- 
viel Stickstoff wie in Proteinstoffen. 

Friedreich und Kekulé*) untersuchten eine starke Amy- 
loidreaktion gebende knotenférmige Bildung in einer syphili- 
tischen Schinkenmilz. Das nach Auskochen mit Wasser, Ex- 
traktion mit Alkohol und Ather, Abschliammen von GefaB- 

1) Virchows Archiv 6, 268, 1854. 


2) Annal. d. Chem. u. Pharm. 84, 250, 1859. 
3) Virchows Archiv 16, 50, 1859. 
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resten usw. erhaltene Pulver ergab: C == 53,58 °/,, H == 7,00°/,, 
N = 15,04 °/,. 

Kiihne und Rudneff') fanden fiir das durch Pepsin- 
verdauung und Lésung in Ammoniak erhaltene Amyloid, ein so 
erhaltenes Amyloidpraparat sei kurz ,,Verdauungsamyloid“ ge- 
nannt, 15,53°/, Stickstoff, 1,3°/, Schwefel, 0,79°/, Phosphor. 

Im Jahre 1894 wies Oddi*) in Schmiedebergs Laboratorium 
in amyloidentarteter Leber das Vorkommen einer Verbindung 
vom Verhalten der Chondroitinschwefelsiure nach, lehnte je- 
doch eine Beteiligung dieser Sure am Aufbau des Amyloids ab. 

Krawkow*) kam demgegeniiber in einer im _ gleichen 
Laboratorium ausgefiihrten Arbeit zum entgegengesetzten Schlusse. 
Er fand Chondroitinschwefelsiure konstant in amyloiden Organen, 
in Leber, Nieren und Milz. Er isolierte das Amyloid in fol- 
gender Weise. Nach Auswaschen der Organe mit verdiinntem 
Ammoniak bis das Filtrat keine Reaktion auf Chondroitin- 
schwefelsiure mehr gab, wurden sie mit Pepsinsalzsiure tage- 
lang verdaut. Der unverdaute Rest wurde in Ammoniak ge- 
lést, die Lésung mit Saéure gefallt, und der Niederschlag durch 
Lésen in Barytwasser von Nuclein befreit. Das phosphorfrei 
erhaltene Verdauungsamyloid enthielt C= 49 bis 50°;,, H 
6,65 bis 7°/,, N == 13,8 bis 14°/,, S = 2,65 bis 2,9°/, und lieferte 
bei der Spaltung Chondroitinschwefelsaure. 

Krawkow zufolge wire das Amyloid eine Verbindung von 
Chondroitinschwefelsiure mit einem EiweiBkérper, er vermutet, 
da8 die Chondroitinschwefelsiure die Farbenreaktionen des 
Amyloids vermittele. Krawkow gebiihrt ferner das Verdienst, 
auch im normalen Organismus an verschiedenen Stellen, z. B. 
in der Aortenwandung des Pferdes, dem Nackenband vom Rind, 
im Stroma der Kalbsmilz, der Schleimhaut des Schweinemagens, 
amyloidéhnliche Substanzen nach demselben Verfahren nach- 
gewiesen zu haben. 

Eine genauere Untersuchung des im Verdauungsamyloid 
enthaltenen Eiwei8kérpers fiihrte Neuberg*) aus. Er stellte 
es genau nach Krawkow dar. Sowohl die Hydrolyse des 


1) Virchows Archiv 33, 66, 1865. 

2) Arch. f. experim. Pathol. u. Pharmakol. 33, 377, 1894. 
3) Ebenda 40, 195, 1898. 

*) Verhandl. d. deutsch. pathol. Ges. 1904, 19. 


13* 
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Leberamyloids wie die Bestimmung der Stickstoffverteilung 
am Milzamyloid ergab einen sehr hohen Gehalt an basischen 
Gruppen. Hingegen verhielt sich das Aortenamyloid sowohl 
in diesem Punkte wie auch im Gehalt an gepaarter Schwefel- 
siure und nicht oxydiertem Schwefel ziemlich abweichend: 


Amyloid aus Monamino- Diamino- Amid- Sulfat- Nichtoxyd. 
siuren-N °/, saiuren-N°, N°, 8%, $7, 
Leber. . . 43,2 51,2 4,9 1,7 0,9 
Ms . 30,6 57,0 11,2 1,8 0,0 
Aorta... 54,9 36,0 8,8 0,4 1,9 


Die vorliegenden Angaben iiber das durch Verdauung 
isolierte Amyloid geben geniigende Anhaltspunkte zur Ent- 
scheidung der Frage, ob es mit dem genuinen, mechanisch 
isolierbaren Amyloid identisch ist. 


II. 


Isolierung und analytische Untersuchung des mechanisch 
isolierten Amyloids. 


Das Material zu den nachfolgenden Versuchen verdankt 
das physiologisch-chemische Institut in erster Reihe dem liebens- 
wiirdigen Entgegenkommen des Herrn Prof. Chiari (hier), so- 
dann der Herren Prof. Albrecht (Frankfurt), Bollinger 
(Miinchen), Hedinger (Basel), Kretz (Prag), Lubarsch 
(Diisseldorf), Marchand (Leipzig), Schmorl (Dresden), denen 
hiermit auch hier der ergebenste Dank fiir die wertvolle Unter- 
stiitzung ausgesprochen sei. 

Die Isolierung der Sagokérnchen gestaltete sich wie folgt: 
Die Milzen wurden in diinne Lamellen zerschnitten, aus diesen 
teils mit der Pinzette, teils mit dem Messer die Sagokérner 
herausgedriickt und herausgeschabt. Der Brei wurde mit 
destilliertem Wasser in der Schiittelmaschine andauernd heftig 
geschiittelt, dann in viel Wasser suspendiert, worauf sich die 
Korner zuerst am Boden absetzten, wahrend die Gewebsflocken 
noch suspendiert blieben. 

Durch haufiges Aufriihren mit Wasser und Dekantieren er- 
hielt man zum Schlu8 einen fast nur aus Kérnern bestehenden 
Bodensatz, der von den letzten Gewebsresten und den Ofter 
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vorhandenen Pigmentkérnchen mit der Pinzette sorgfiltig be- 
freit wurde. ') 

Nicht in allen Fallen gelang es, die Sagokérner von Ge- 
faBresten zu befreien. Solches minder homogene Material wurde 
zu Verdauungs- und Tinktionsversuchen benutzt. Die nach- 
stehend mitzuteilenden chemischen Untersuchungen sind an 
ganz homogenem, ausschlieBlich aus runden oder elliptischen 
K6rnern bestehendem Material ausgefiihrt. 

Die K6rner wurden nach volligem Auswaschen mit de- 
stilliertem Wasser bei 40° getrocknet, dann pulverisiert und 
tiber konzentrierter Schwefelsiure im Vakuum endgiiltig zur 
Trockne gebracht. 

Das gelbliche oder briunliche Pulver gab mit Jod eine 
rotbraune Farbung, die nach Zusatz verdiinnter Schwefelsiure 
in Blauviolett oder Blauschwarz iiberging. Es gab alle Eiweif- 
reaktionen: die Biuret-, Xanthoprotein-, Schwefelblei-, Millonsche, 
Molischsche und Hopkinssche Probe; es enthielt keinen oder 
nur Spuren Phosphor. 

Der Aschengehalt wurde in einer Probe von 0,095 g zu 
0,0007 gefunden, war sonach sehr gering. Die Asche bestand 
vorwiegend aus Eisenoxyd. Daneben war eine eben nach- 
weisbare Spur Phosphorséiure vorhanden. Schwefelsiure war 
nicht nachweisbar. 

Die Analyse ergab fiir drei verschiedene Praparate: 

Ol» Praparat I Priparat IT Priparat III 
Gis. s Oe 51,87 52,79 
Bas ae Bae 7,58 7,46 
Rss os Oe 15,17 15,62 
Beene = _— 1,26 
CN... 3,41 3,42 3,38 


Wie man sieht, ist das Verhiltnis von Kohlenstoff zu 
Stickstoff in allen Priparaten identisch. Die Unterschiede im 
absoluten Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt diirften daher auf 
einen ungleichen Wassergehalt zu beziehen sein. 

Die Untersuchung der Schwefelbindung ergab, daB das 
Pulver der Sagokérner, wenn es wie oben bereitet wurde, nur 


) HL Nasse hat ein éhnliches Verfahren zur Isolierung der Pigment- 
kdérner aus der Pferdemilz benutzt. — (Zur Erinnerung an Wilhelm 
Roser von der medizinischen Fakultét zu Marburg. Marburg 1890.) 
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nichtoxydierten Schwefel enthielt. Es wurde nach Zerkochen 
mit Salzsiure auf Zusatz von Chlorbarium kein oder nur eine 
kaum wagbare Menge Bariumsulfat erhalten. 


Menge der Substanz BaSO, 

- g 

Priiparat V. . . 0,1110 —_ 
Ill. . . 0,0973 0,0001 
II. . . 0,1370 0,0007 


Ein Praparat (1), das abweichend von obiger Vorschrift mit Leitungs- 
wasser dargestellt worden war, ergab auf 0,1083 g Substanz 0,0020 g 
BaSO,, was auf die Verwendung des nicht sulfatfreien Leitungswassers 
zu beziehen ist. Ubrigens wies das Milzgewebe aus dem dieses Priparat 
dargestellt worden war, nahezu denselben Sulfatgehalt auf. 

Da bei der geringen Ausbeute an mechanisch isoliertem Amyloid 
nur geringe Substanzmengen zur Verwendung kommen konnten, so sei, 
um etwaigen Zweifeln zu begegnen, hervorgehoben, daB die Menge 
Bariumsulfat, die nach Krawkow zu erwarten gewesen wire, weit auBer- 
halb der Fehlergrenzen liegt. So hitten bei einem Schwefelgehalt des 
Amyloids von 2,65°/, Priparat V 0,0204 g, Priparat III 0,0179 g und 
Priparat II 0,0252 g BaSO, ergeben miissen. 

Diese Zahlen zeigen, daB das von mir untersuchte mechanisch 
isolierte Amyloid und das durch Verdauung gereinigte ginzlich 
verschieden sind. Es geht dies einfach aus der Zusammen- 
stellung der von Neuberg fiir Milzamyloid gefundenen Daten 
mit meinen hervor: 

Sulfat-S Nichtoxyd.S 
Verdauungsamyloid .. . 1,8 0,0 
Mechanisch isoliertes Amyloid 0,0 1,26 


Das mechanisch isolierte, sonst intakte Amyloid 
enthalt, obgleich es alle typischen Eigenschaften des 
Amyloids besitzt, keine gepaarte Schwefelsaure, somit 
auch keine Chondroitinschwefelsaure. 


Ill. 


Das Verhalten des mechanisch isolierten Amyloids gegen 
Fermente und chemische Reagenzien. 


DaB das genuine Amyloid proteolytischen Fermenten mehr 
widersteht als andere EiweiBstoffe, ist schon den alteren Autoren 
bekannt gewesen und hat in der von Kiihne eingefiihrten 
Darstellungsmethode mittels Pepsin ihren Ausdruck gefunden. 
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Trotzdem gehen die Angaben iiber das Verhalten des Amyloids 
gegen Fermente auseinander, hauptsichlich wohl, weil die be- 
treffenden Versuche teils mit dem rohen anatomischen Material, 
teils mit dem ,,Verdauungsamyloid‘‘ angestellt wurden. Auf 
letzteres beziehen sich auch die letzten einschlagigen Versuche 
von Neuberg’). Es ist daher nicht iiberfliissig, iiber meine 
an mechanisch isoliertem Amyloid gesammelten Erfahrungen 
zu_ berichten. 

Verdauung mit Pepsin und Salzsiure veriindert die Kérnchen 
so, daB sie in schwachem Ammoniak léslich werden. In der 
Regel nach wenigen Stunden, jedenfalls nach 24 Stunden geht 
dabei die Jod- und Jodschwefelsiurereaktion verloren, wahrend 
die Fiarbbarkeit mit Methylviolett erhalten bleibt. Mit 
v. Giesonscher Lésung farben sich die Kérnchen vor wie 
nach der Verdauung in gleicher Weise gelbrot. Eine Auflésung 
der Kérnchen in Pepsinsalzsaure erfolgt selbst bei monatelanger 
Digestion nicht. 

Eine Probe von noch etwas unreinen Kérnchen wurde mit 
Pepsin verdaut, dann in Ammoniak und spiter in Barytwasser 
gelést. Der aus der alkalischen Lésung mit Essigsdure aus- 
fallende Niederschlag wurde mit Wasser, Alkohol und Ather 
gewaschen und neuerdings in wenig Ammoniak gelést. Die 
Lésung gab mit Essigsiure einen im Uberschu8 unldslichen 
Niederschlag, fiel mit gesittigtem Ammonsulfat bei Zusatz des 
halben Volums ('/,-Sattigung), gab keine Schwefelblei- und eine 
nur zweifelhafte Molischsche Probe. Doch sei bemerkt, daB 
das trockne Praparat von schmutzig-gelber Farbe war. 

Gut wirksames Trypsin und Erepsin hatten weder auf die 
morphologischen noch auf die tinktoriellen Eigenschaften einen 
erkennbaren Einflu8. Monatelang fortgesetzte Autolyse von 
Sagomilz oder auch der isolierten Sagokérner war ohne Wirkung, 
ebenso die Digestion mit dem sonst stark proteolytisch wirk- 
samen Auszug einer Phosphorleber und mit einer Ferment- 
lésung aus Empyemeiter, die leicht und schnell Eiterzellen loste. 

In einem Versuche wurden Sagokérnchen einem Kaninchen in 
einem Seidenbeutel intraperitoneal beigebracht. Sie wurden nach 
fiinf Wochen morphologisch und tinktoriell unverandert gefunden. 


1) a. a. O. 
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Uber die Resorbierbarkeit der Amyloidkérner nach Einbringung 
in die vordere Augenkammer hoffe ich spater berichten zu 
kOnnen. 

Bei der Untersuchung des Sagoamyloids gegen chemische 
Reagenzien habe ich vor allem das Verhalten der Farbenreak- 
tionen im Auge gehabt. Mit dem Nachweis, da8 typisches 
Amyloid keine Chondroitinschwefelsiure zu enthalten braucht, 
fallt die Vermutung Krawkows, daB8 die Chondroitinschwefel- 
siure Tragerin der Farbstoffreaktionen ist. Hingegen bot es 
Interesse zu priifen, inwieweit die Jod- bzw. Jod-Schwefelsaure- 
reaktion und die Firbbarkeit durch Methylviolett chemischen 
Einwirkungen unterliegt. Als Material dienten teils unreine 
Sagokorner, teils eine pulverisierte Amyloidmilz, die sehr deut- 
liche Jod-Schwefelsiurereaktion darbot. Fir die Methylviolett- 
tinktion benutzte ich ausschlieBlich Sagokérner. Denn, so 
deutlich die Methylviolettreaktion am besten unter Verwendung 
von verdiinnter Essigsiure mikroskopisch an frischen Schnitten 
hervortritt — hier dient das normale Gewebe gewissermaBen 
als Kontrollpraparat —, so schwierig ist der Ausfall der Farbung 
bei pulverférmigem Material makroskopisch zu beurteilen. Pul- 
verisiertes Fibrin und fettfreies Casein geben bei entsprechender 
Behandlung eine Methylviolettfarbung, die schwer, wenn iiber- 
haupt, von der des pulverisierten Amyloids zu unterscheiden 
ist. Ganz anders prignant ist die Jod-Schwefelsdurereaktion, 
die iiberdies an den isolierten Sagokérnern immer schéner und 
charakteristischer hervortritt als im Gewebe selbst. 

Bei den nachstehend angefiihrten Proben lieB ich die 
Lésungsmittel und Reagenzien stets 36 Stunden bei gewohn- 
licher Temperatur einwirken. 

Extraktion mit Alkohol, Ather, Benzol, Aceton, Petrol- 
aither war ohne Einwirkung. Ebenso Behandlung mit Koch- 
salz, Bariumchlorid, Magnesiumsulfat und anderen Salzen. Hin- 
gegen hob die Einwirkung von Alkalien die Farbbarkeit mit 
Jod-Schwefelsjiure auf, und zwar Natronlauge etwa als "/,,-, 
Ammoniak etwa als "/,,-Lésung. Ebenso wirkten Kalk- 
und Barytwasser. Natrium- und Ammoniumcarbonat waren 
erst in sehr starker Konzentration in gleichem Sinne wirksam. 
Pyridin und Anilin hatten keinen EinfluB, ebensowenig maBig 
verdiinnte Mineralsaéuren. 
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Durch Alkalien wie durch Pepsinsalzsdure verliert sonach 
das Amyloid seine Firbbarkeit durch Jod und Schwefelsiure. 
Es kann dies so gedeutet werden, daB das Amyloid von vorn- 
herein ein Gemenge eines Eiwei8k6rpers mit einem jodaffinen 
Korper darstellt, der dann jedenfalls in den gebrauchlichen 
Lésungsmitteln unldslich ist, oder daB der im Amyloid ent- 


haltene Eiwei®koérper eine jodaffine Gruppe besitzt, die durch 
Alkali und Pepsin verandert wird. 

Es wurde mehrfach der Versuch gemacht, den vermuteten 
jodaffinen Gemengteil durch verdiinntes Alkali z. B. "/,,- 
Lauge, zu extrahieren. Doch gelang es nie, nach vorsichtigem 
Einengen im Extrakt die Jodreaktion wiederzufinden. Auch 
wenn der Extrakt mit dem Riickstand nachtraglich zusammen- 
gebracht wurde, blieb die Jodreaktion mit und ohne Saure aus. 
Wie das Verschwinden der Jod-Schwefelsaurereaktion zu deuten 
ist, mu8 sonach vorliufig dahingestellt bleiben. 

Hingegen wird die Methylviolettreaktion durch die ver- 
schiedensten Prozeduren nicht beriihrt. Ich habe iiberhaupt 
keinen Eingriff gefunden, der ohne direkte Verinderung des 
EiweiBsubstrats die Fiarbbarkeit durch Methylviolett aufge- 
hoben hatte. 

Man kann daraus mit groBer Wahrscheinlichkeit folgern, 
daB die Farbbarkeit durch Methylviolett — und andere ahnliche 
Farbstoffe — dem EiweiBSsubstrat des Amyloids — man kann 
es vorlaufig das Amyloidprotein nennen — zukommt, die Jod- 
reaktion aber einer unbekannten, sehr veranderlichen beige- 
mengten Substanz oder einem labilen, dem Amyloidprotein selbst 
zugehérigen Komplex. Uber die Zuverlassigkeit der Jod- und 
der Methylviolettreaktion fiir die Diagnose des Amyloids ist 
daraus an sich nichts zu entnehmen, wohl aber ist sicher, daB 
sie im chemischen Sinne nicht die gleiche Bedeutung haben. 


IV. 
Uber das Vorkommen von Chondroitinschwefelsiure bei 
Amyloidose. 


Durch den Nachweis, daB typisches anatomisches Amyloid 
keine Chondroitinschwefelsiure zu enthalten braucht, ist die 
Bedeutung dieser Siure fiir die amyloide Degeneration, die man 
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nach Krawkows Untersuchungen auBerordentlich hoch ange- 
schlagen hat, wieder zweifelhaft geworden. Wohl ist ihre Gegen- 
wart in amyloidentarteter Leber, Milz und Niere nachgewiesen, 
ob sie aber bei Amyloidose nicht auch in anderen nicht amy- 
loidentarteten Organen vorkommt, scheint nicht untersucht zu 
sein. Auch ich war nicht in der Lage, diesen Punkt klarzu- 
stellen. 

Hingegen habe ich mich itiber das konstante Vorkommen 
der Chondroitinschwefelsiure in amyloidentarteten Organen (Milz 
und Leber) sowie iiber ihre Quantitaét durch eine Anzahl von 
Bestimmungen zu unterrichten gesucht. 


Die Analysen wurden so ausgefiihrt, daB das trockene 


Material 6 bis 7 Stunden mit konzentrierter Salzsiure hydro- 
lysiert und im Filtrat die Gesamtschwefelséure in gewohnlicher 
Weise bestimmt wurde. Kontrollversuche lehrten, daB 6 bis 
10 stiindiges Kochen zur vdlligen Aufspaltung hinreicht. Die 
unvermeidliche Bildung von ,,Melanin“ stért die Bestimmung 
nicht nachweisbar. Wenigstens hatte ein Zusatz von Tannin, 
wodurch die Melaninbiidung stark beférdert wird, keinen merk- 
lichen Einflu8. 

Es ist nicht iiberfliissig, hervorzuheben, da8 dieses analy- 
tische Verfahren nicht Chondroitinschwefelsaure an sich, sondern 
freie und gepaarte Schwefelsaure bestimmt. Da auch normale Or- 
gane gepaarte Schwefelsaiure enthalten kénnen, wurde eine Anzahl 
von Kontrollbestimmungen an nicht amyloidentarteten Organen 
ausgefiihrt. 


Nachstehend gebe ich die von mir gefundenen Werte fiir 
Sulfatschwefel in tabellarischer Ubersicht: 


Organe Sulfatschwefel Organe Sulfatschwefel 
1 Milz normal 0,035 °/, 1 Sagomilz 0,127 °/, 
2 « ao 0,021°/, 2 ‘a 0,100 °/, 
3 0,028 °/, - 0,145°/, 
-_ 0,029°/, 4 a 0,143 °/, 
GS *% ‘s 0,033 °/, 5 * 0,051 °/, 
Mittel: 0,029°/, 6 Schinkenmilz 0,100°/, 
7 - 0,169°/, 
Mittel: 0,119°/, 








Knochentuberkulose ohne Amyloidose. 
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Organ Sulfatschwefel Organ Sulfatschwefel 


1 Leber, normal 0.041 °/, 1 Leber, amyloid 0,138°/, 
2 os 0.021°/, ‘ 0,149 °/, 
0,110°/ 
, 0,067 ° 
me » 0,047 °/ 
Niere, normal 0,085/, Niere, amyloid 0,100°/ 
i ss, 0,066°/, 2 ae én 0,073° 


Wie die Tabelle lehrt, ist der Unterschied im Gehalt an 
Sulfatschwefel zwischen normaler und amyloidem Organ bei 
Milz und Leber sehr deutlich. Nur in einem Fall von Amy- 
loidose (Sagomilz 5 und Amyloidleber 5) war an beiden Organen 
die Abweichung von der Norm auffallend gering. 

Aus den oben fiir Milz angefiihrten Werten la8t sich eine 
Vorstellung iiber die durchschnittlich in Amyloidmilz erfolgende 
Anhaufung von Chondroitinschwefelsiure gewinnen. Der Unter- 
schied im Sulfatschwefel zwischen normaler und entarteter Milz 
betriigt im Mittel 0,09°/,, was bei einem Schwefelgehalt der 
Chondrotinschwefelséure von 5 bis 6°/, ca. 2°/, Chondroitin- 
schwefelsiure entsprache. 

Bei der Amyloidniere ist der Unterschied wenig deutlich. 
Das kann in der relativ geringen Verbreitung des Amyloids in 
der Niere begriindet gewesen sein. Dazu kommt aber, daB die 
Niere schon von vornherein Chondroitinschwefelsaure enthalten 
kann. K. A. Mérner hat in der normalen Rinderniere,!) Kraw- 
kow in der Menschenniere Chondroitinschwefelsiure gefunden. 
Mérner hat sie im normalen Menschenharn nachgewiesen, und 
Pons bestimmte sie darin quantitativ. 

Ob das in amyloiden Organen gefundene Plus schlechtweg 
auf Chondroitinschwefelsiure bezogen werden soll, wie das bis- 
her geschehen ist, méchte ich dahingestellt sein lassen. Ich 
méchte nur hervorheben, daB der Nachweis der Chondroitin- 
schwefelsiure im Amyloid bisher nur durch qualitative Re- 
aktionen gefiihrt ist, die die Anwesenheit einer kohlenhydrat- 
reichen gepaarten Schwefelsiure dartun, und daB C. Th. Mér- 
ners und Schmiedebergs Chondroitinschwefelsiure jetzt nicht 
mehr die einzige Verbindung dieser Art ist. 


1) Eine von mir untersuchte amyloidentartete Rinderniere zeigte 
einen Gehalt an Sulfatschwefel von nur 0,071°/. 
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Bemerkenswert ist, da8 in einem Fall von Knocheneiterung, 
wo die klinische Diagnose auf Amyloiddegeneration gestellt 
war, wo aber die Obduktion nur in der Thyreoidea deutliche 
Entartung nachwies, die Milz normale Sulfatschwefelzahlen er- 
gab, und auch in der Leber nach Mérners Methode keine 
Chondroitinschwefelsiure nachgewiesen werden konnte. 

Wenn nach dem friiher Ausgefiihrten eine Beteiligung der 
Chondroitinschwefelsaure (bzw. einer gepaarten Schwefelsaure) 
an dem Aufbau des Amyloids abgelehnt werden muB, so besteht 
doch die Beobachtung zu Recht, daB amyloide Organe einen 
erhéhten Gehalt daran aufweisen. Soweit das Untersuchungs- 
material ein Urteil gestattet, hat es den Anschein, daB die- 
selben pathologischen Prozesse, die zur amyloiden Entartung 
fiihren, zugleich eine Vermehrung von Chondroitinschwefelsiure 


zur Folge haben. 

Vielleicht 1a4Bt sich aus dieser Koinzidenz erklaren, daB das ,,Ver- 
dauungsamyloid“ Chondroitinschwefelsiure enthilt, das mechanisch iso- 
lierte aber nicht. Die Chondroitinschwefelsiure fallt ahnlich wie die 
Nucleinsiure in saurer Lésung EiweifSstoffe, und es ist sehr wohl denkbar, 
ja von vornherein zu erwarten, daB die bei Pepsinverdauung in Lésung 
gehenden EiweiSstoffe sich bei Anwesenheit von Chondroitinschwefel- 
siure mit dieser verbinden und so dem fiir Pepsin unangreifbaren eigent- 
lichen Amyloid beimengen. Ich bemerke jedoch, da8 ich Versuche zur 
Sicherstellung dieser Vermutung noch nicht ausgefiihrt habe. 


| F 


Uber den Amyloid-, Fett- und Wassergehalt amyloid- 
entarteter Organe. 


In der Literatur liegen zerstreut sparliche Angaben iiber 
die chemische Zusammensetzung amyloid entarteter Organe vor 
(Frerichs'), Dickinson®) u. a.). Uber die Menge der abge- 
lagerten amyloiden Substanz geben sie keinen AufschluB. 

Bei Erérterung der so oft ventilierten Frage, Infiltration 
oder Degeneration hat man die VergréBerung der amyloiden 
Organe als Beweis fiir die Infiltrationstheorie ins Feld gefiihrt, 


1) Die Brightsche Krankheit, 1851, S. 126. — Klinik der Leber- 
krankheiten, 1861, S. 165. 
2) Virchows Jahresber., 3, 1, 229, 1869. 
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wobei vorausgesetzt wurde, daB die VergréBerung auf einer 
entsprechenden Einlagerung von amyloider Substanz beruht.') 


Hierzu steht die Ausbeute an amyloider Substanz, obgleich 
die Verdauungsmethode nach obigem eher zu hohe als zu 
niedrige Werte liefern muB, in scharfem Gegensatz. Monery’®), 
der nach Krawkows Methode arbeitete, erhielt aus stark de- 
generierter feuchter Leber nur 0,40 g Substanz pro Kilo. 

Ich selbst habe mehrmals aus 200 g lufttrockner Amyloid- 
leber durch Verdauung so wenig Substanz erhalten, daB sich 
die Verarbeitung nicht lohnte. Krawkow und Neuberg be- 
riihren diese Frage nicht. 

Es besteht sonach in diesem Punkte eine groBe Differenz 
zwischen der Auffassung der Pathologen und dem tatsachlichen 
chemischen Befund. 

Da die beobachtete Volumzunahme amyloider Organe auch 
auf vermehrtem Wasser- und Fettgehalt beruhen kénnte, habe 
ich eine Reihe solcher Bestimmungen vorgenommen. 

Es wurden mit scharfem Messer aus frischer Amyloidmilz diinne 
Lamellen entnommen und bei 110° zur Gewichtskonstanz gebracht. Zur 
Fettbestimmung wurde das zerkleinerte, bei 110° getrocknete Material 
im Soxhletschen Apparat erst mit Alkohol, dann mit Chloroform ex- 
trahiert, der Riickstand der Extrakte mit kaltem Ather aufgenommen 
und des Gewicht des atherléslichen Anteils bestimmt. 


Wasserbestimmung. 

Gewicht vor Gewicht nach Wassergehalt 
dem Trocknen dem Trocknen %> 
Sagomilz .... 0,7182 0,133 81,5 
” aes 0,2975 0,050 83,2 
Schinkenmilz. . 0,4645 0,074 81,8 
Normale Milz . . 0,4055 0,070 82,7 
” ’ — 0,2532 0,045 82,1 


1) So schreibt v. Schrétter (Biochemische Pathologie der Tuber- 
kulose, 1903, S. 93): ,,Beriicksichtigt man, daB die Leber bei amyloider 
Entartung um 2—3 kg an Gewicht zunehmen kann, welche Vermehrung 
wohl ausschlieBlich auf Kosten der infiltrierten Substanz kommt, so be- 
deutet dies nur fiir den beziiglich der Eiwei®kirper wichtigen Stick- 
stoff in den genannten Organen allein eine Bindung von ca. 350 g N, 
der dieserart inaktiviert wurde.“*« Wenn man den Wassergehalt mit 
etwa 80°/, ansetzt (v. Schrétter scheint ihn ganz vernachlissigt 
zu haben), entspricht obige Gewichtszunahme immerhin einer Fixation 
von 60 bis 90 g Stickstoff. 

2) Journ. de Physiol. et de Pathol. générale 1902, 877. 
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Fettbestimmung. 
Gewicht Fett Fettgehalt 

~ ~ %/o 

Sagomilz..... 2,0074 0,2373 11,82 
2,3588 0,2310 9,79 
2,2747 0,2165 9,52 
1,7619 0,2585 14,68 
o» oe 2,5430 0,1935 7,61 
Normale Milz. . . 2.3860 0,2160 9,05 
2,4190 0,2235 9,24 


” ” 


Eine ins Gewicht fallende Differenz im Wasser- und Fett- 
gehalt scheint, soweit die geringe Zahl der untersuchten Faille 
ein Urteil gestattet, zwischen normaler und Amyloidmilz nicht 
zu bestehen. Da auch die Menge eingelagerten Amyloids 
nicht zur Erklirung der VolumvergréBerung ausreicht, so ist 
dieselbe sicher zum Teil auf die Vermehrung anderer Gewebs- 


bestandteile zu beziehen. 

Bemerkenswert scheint mir endlich, daB weder Frerichs?), 
noch Oddi*) oder Czerny*) in amyloid degenerierter Leber 
oder Milz von Menschen Glykogen nachweisen konnten. 


1) a. a. O. 
2) a. a. O. 
3) Arch. f. experim Pathol. u. Pharmakol. 31, 190, 1893. 





Zur Kenntnis des Urochroms. 
Erste Mitteilung. 
Von 
Hermann Hohlweg, GieBen. 
(Arbeiten aus dem physiologisch-chemischen Institut zu Stra8burg.) 
(Eingegangen am 25. August 1908.) 


Zur Darstellung des normalen Harnfarbstoffes, des Uro- 
chroms, hat man bisher recht verschiedene Methoden in Ver- 


wendung gezogen: 
1. Man suchte ihn aus dem eingeengten Harn durch 
Lésungsmittel zu isolieren, wobei namentlich seine Léslichkeit 


in Alkohol und Unléslichkeit in Ather in Betracht kam (Leh- 
mann, Marcet u. a.). In relativ reinem Zustand, wenn auch 
unter groBen Verlusten wurde er so von Garrod durch Aus- 
ziehen mit Alkohol nach vorgangigem Aussalzen mit Ammon- 
sulfat erhalten. 

2. Man fallte ihn unter verschiedenen Bedingungen mit 
Salzen von Schwermetallen (Kupfer, Blei, Quecksilber u. a.) und 
suchte ihn aus den Niederschligen zu isolieren (Tichborne, 
Scherer, Schunck, Thudichum, Bondzynski, Dombrowski 
und Panek). 

Da Harn leicht von Tierkohle entfarbt wird, habe ich 
versucht, den von der Kohle absorbierten Harnfarbstoff zu 
isolieren. Wie ich nachtraglich fand, liegen auch nach dieser 
Richtung hin Vorversuche vor. 

Kramm!), der im AnschluB an Garrod ein Verfahren 
zur Isolierung des Urochroms ausgearbeitet hatte, welches auf 
Aussalzen des Harnes mit Ammonsulfat und nachfolgendem 


1) Deutsche med. Wochenschr. 1896, Nr. 2 und 3. 
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Ausschiitteln mit Phenol beruht, teilt im AnschluB8 daran einige 
Beobachtungen mit, von denen er glaubt, daB sie sich eventuell 
zur Gewinnung einer Methode zur Reindarstellung des Farb- 
stoffes verwerten lieBen. Nach seiner Angabe wire der Weg 
folgender: Bindung des Farbstoffes an Kohle durch Schiitteln 
mit derselben, griindliches Auswaschen der auf das Filter ge- 
brachten Kohle, zum mindesten bis zum Verschwinden der 
Chlorreaktion, Trocknen der Kohle im Vakuum, Behandlung 
mit einer wasserfreien gesattigten Phenolalkohollésung, in welche 
zwar gelbgefirbte Substanzen aus der Kohle, aber kein eigent- 
licher Harnfarbstoff hineingeht, so lange, bis diese Lésung 
nichts mehr aufnimmt; Behandlung mit wasserfreier gesattigter 
Phenolchloroformlésung. Aus dieser ist der Farbstoff durch 
Verdunsten des Chloroforms im Vakuum und Fallung mit Ather 
oder absolutem Alkohol zu gewinnen. 

Kramm hat gréSere Farbstoffmengen auf diese Weise 
nicht hergestellt. 

Bei Versuchen, die Menge des ausgeschiedenen Urochroms 
colorimetrisch zu bestimmen, hat spater auch Klemperer’) 
von Tierkohle Gebrauch gemacht. Klemperer schiittelt Harn 
mit Tierkohle bis zur Entfarbung, wascht mit Wasser gut aus 
(wobei Indican weggeht) und extrahiert die getrocknete Kohle 
mit Alkohol. Die aus solchen Extrakten dargestellte, nach 
Garrod gereinigte Substanz war eisenfrei und enthielt 4°/, 
Stickstoff. 

Als Ausgangsmaterial meiner Versuche diente normaler 
Menschenharn. Dieser wurde mit Kalkmilch alkalisch gemacht, 
mit Chlorcalciumlésung vdllig ausgefallt, das Filtrat mit Salz- 
siure neutralisiert und nun im Vakuum bei niederer Temperatur 
zum Sirup eingeengt. Nach Erkalten und Stehen wurde der 
fliissige Anteil von dem in groBen Mengen auskrystallisierten 
Kochsalz getrennt, doch setzten sich bei weiterem mehrmonat- 
lichen Stehen immer wieder Krystalle ab. 

Fiir meine Versuche diente der dickfliissige, klare aber 
schwarzbraune Sirup. Er wurde zuniachst mit dem gleichen 
Volumen Wasser verdiinnt und dann mit reiner, nicht allzu 
feinkérniger Tierkohle in der Schiittelmaschine mehrere Stunden 


1) Berl. klin. Wochenschr. 19038, Nr. 14. 
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geschiittelt. Die Tierkohle wurde alsdann auf einem Filter ge- 
sammelt; die filtrierende Fliissigkeit war zunaichst noch mehr 
oder minder intensiv gefirbt, wurde aber nach einer erneuten 
gleichen Behandlung mit frischer Tierkohle fast vollkommen 
farblos erhalten. Hierauf wurde die gesamte Kohle bis zum 
Verschwinden der Chlorreaktion mit heiBem Wasser gewaschen. 
Dabei liefen nur die ersten Portionen noch gefairbt ab, waihrend 
nachher das Wasser keine Spur von Farbstoff mehr aufnahm. 
Nach Trocknen der Kohle auf Tontellern bei 40° wurde die- 
selbe mit konzentriertem Eisessig — etwa mit */, bis der 
Halfte des urspriinglich verwendeten Harnsirups — wieder 
einige Stunden in der Schiittelmaschine geschiittelt, wobei 
bereits nach einmaliger Wiederholung der Prozedur mit 
frischem Eisessig nahezu aller Farbstoff aus der Kohle ex- 
trahiert war. 

Die Lésung zeigte eine intensiv dunkelbraune Fiarbung 
mit einem leichten Stich ins Rétliche;.eine starkere Konzen- 
trierung lie8 sich auch bei Extraktionsversuchen in der Warme 
nicht erzielen. Aus der Eisessiglésung wurde danach der 
Farbstoff durch das 10fache Volumen Ather gefallt, wobei er 
sich im kleinen in schénen gelben Flocken, im groBen dagegen 
als dunkelbraune harzige Masse abschied. Bei gréBeren Mengen 
war dabei eine vollstandige Entfiirbung des Athers selbst bei 
Anwendung von einer mehr als 10fachen Menge Fallungsmittel 
nicht zu erreichen. Der auf einem kleinen Filter gesammelte 
harzige Koérper erstarrte iiber Nacht vollkommen und lieB sich 
nach zweimal 24stiindigem Trocknen bei 40° in der Reibschale 
zu einem feinen braunen Pulver verarbeiten. 

Zu einer Substanz von gleichem Aussehen und auch glei- 
chem chemischem Verhalten gelangte ich bei der Verarbeitung 
einer anderen Probe der Eisessiglésung des Farbstoffes durch 
Abdestillieren des Eisessigs im Vakuum bei einer Wasserbad- 
temperatur von 23°. Der hierbei erhaltene Riickstand wurde 
zur méglichsten Entfernung des anhaftenden Eisessigs noch 
mehrmals mit Ather behandelt und fiihrte dann gleichfalls 
nach dem Trocknen zu einem pulverisierbaren braunen Korper. 

Abgesehen von der Billigkeit hat letzteres Verfahren noch 
den Vorzug, daB es mit kaum nennenswerten Verlusten ver- 


bunden ist. Wie gesagt, verhielt sich das auf diesem Weg 
Biochemische Zeitschrift Band 13. 14 
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gewonnene Produkt mit dem durch Atherfallung erhaltenen 
vollkommen gleich. 

Von anderen Mitteln zur Extraktion des Farbstoffes aus 
der Kohle hatte sich noch Methylalkohol als brauchbar er- 
wiesen; doch lieBen sich damit nicht entfernt so starke Kon- 
zentrationen an Farbstoff erzielen wie mit Eisessig. 

Es sei hier ausdriicklich betont, daB selbst nach 10 Mi- 
nuten langem Kochen der verwendeten Tierkohle mit konzen- 
triertem Eisessig dieser beim Verdunsten auf dem Wasserbad 
keinen irgend nennenswerten, speziell keinerlei gefarbten Riick- 
stand hinterlieB. 

Um eine ungefahre Vorstellung iiber die auf diesem Wege 
gewinnbaren Farbstoffmengen zu geben, sei bemerkt, daB aus 
500 ccm des eingedampften Harns, entsprechend etwa 25 Liter 
gewohnlichen Harns, 3,1 g trockene Substanz erhalten wurden. 

Die iiber Schwefelsiure im Vakuum getrocknete Substanz 
zeigte nachstehendes Verhalten: 

Sie verbrennt auf dem Platinblech unter reichlicher Ab- 
scheidung von Kohle und laBt dabei den charakteristischen 
Harngeruch erkennen. Die Asche gibt starke Eisenreaktion, 
deutlichen Calciumgehalt, kein Chlor. Beim Schmelzen mit 
schwefelsdurefreiem Atzkali und Kaliumnitrat konnte weder 
Schwefel noch Phosphor nachgewiesen werden. Der Aschen- 
gehalt betrug 8,22°/,. 

Das Pulver ist leicht léslich in Wasser und Eisessig, noch 
ziemlich reichlich in Methylalkohol und verdiinntem Athylalkohol, 
unléslich in absolutem Alkohol, Amylalkohol, Aceton, Benzol, 
Chloroform, Ligorin, Ather und Essigiither; diese Befunde decken 
sich also vollkommen mit den Angaben von Garrod und den 
neueren von Kramm. 

Die wisserige Lésung hat deutliche Harnfarbe; sie zeigt 
keinen Absorptionsstreifen im Spektrum. Ausdriicklich soll 
auch hervorgehoben werden, da8 nach Zusatz von ammonia- 
kalischer Chlorzinklésung keine Urobilinreaktion beobachtet 
wurde. 

Auch in seinem Verhalten gegen Metallsalze stimmt es 
mit den Angaben von Garrod’) und Bondzynski, Dom- 


') citiert nach Huppert-Neubauer. 
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browski und Panek') nahezu vollkommen iiberein. Der 
Farbstoff wird aus seiner Lésung ausgefallt durch Zusatz von 
Silbernitrat als rotbrauner, durch Quecksilberacetat als gelber 
Niederschlag, wobei beidemale die Entfairbung der itiberstehenden 
Flissigkeit eine vollstindige ist. Nicht so vollstandig ist die- 
selbe bei Fallung mit Phosphorwolfram- und Phosphormolybdan- 
sdure, Kupferacetat und bei Anwendung von Bleiessig. 

Ebenso erhielt ich entsprechend Garrods Beobachtung 
nach kurzer Behandlung der Farbstofflésung mit reinem Acet- 
aldehyd in der Warme und nachherigem Zusatz von ammonia- 
kalischer Chlorzinklésung zwar nicht sofort, aber nach 48stiindigem 
Stehen an der Luft eine auBerordentlich deutliche griine Fluores- 
cenz. Im Spektrum trat allerdings kein fiir das Urobilin 
charakteristischer Absorptionsstreifen im Blau, sondern nur 
eine diffuse Absorption vom stirker gebrochenen Ende des 
Spektrums her auf.*) 

Die Substanz gab ferner eine sehr deutliche Molischsche 
Reaktion mit a-Naphthol — intensiv roter bis leicht violetter 
Ring an der Grenze der Schwefelséureschicht — und eine 
auBerordentlich starke Fichtenspanreaktion. 

Die Analyse des Rohproduktes ergab: 
47,58°/, C; 6,30°/, H; 9,89°/, N, woraus sich das Verhiltnis 
von C:H:N zu 5,62:8.86:1 berechnet. 

0,2222 g Substanz — 0,3878 g CO, und 0,1251 g H,0, 

0,2012 g Substanz 17,39 ccm N bei 19,5® und 757 mm Druck. 

Asche 8,22 9/5. 

Ein Versuch durch Einwirkung von Jodwasserstoff und 
Jodphosphonium nach Nencki und Zaleski*), aus dem Roh- 


produkt Hamopyrrol zu erhalten, fiihrte zu keinem positiven 


Ergebnis. 
Die mitgeteilten Versuche wurden im Sommersemester 
1907 ausgefiihrt. Ein halbes Jahr darauf erschien die aus- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 46, 83. 

2) Der verwendete Aldehyd war aus Paraldehyd unter Zusatz 
einiger Tropfen konzentrierter Schwefelsiure auf dem Wasserbad iiber- 
destilliert und in einem eisgekiihlten Kélbchen aufgefangen worden. 
Kontrollproben des Aldehyds mit Ammoniak und Chlorzink gaben ebenso- 
wenig Fluorescenz, wie es die Farbstofflésung ohne vorausgegangene 
Behandlung mit dem Aldehyd getan hatte. 

3) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 34, 997, 1901. 
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fiihrliche Untersuchung von St. Dombrowski: ,,Uber die 
chemische Natur des spezifischen Farbstoffes des Harnes‘‘'), in 
welcher verschiedene Verfahren zur Darstellung des Urochroms 
mit Hilfe der Kupferfillung beschrieben, zahlreiche Analysen 
von Urochrom selbst und Urochromsalzen mitgeteilt werden, 
und iiberdies durch eingehendere Versuche wahrscheinlich ge- 
macht wird, daB das betreffende Produkt beim Erhitzen mit 
Zinkstaub oder Kalkhydrat gewéhnliches Pyrrol liefert. Ob- 
gleich zwischen dem von mir und dem von Dombrowski 
dargestellten Rohprodukt insofern ein groBer Unterschied be- 
steht, als ich mein gereinigtes Praparat schwefelfrei gefunden 
habe, wahrend Dombrowski darin bis iiber 5°), Schwefel 
findet, so besteht doch im iibrigen geniigende Ubereinstimmung, 
um die Annahme zu gestatten, daB das nach meinem Verfahren 


erhaltliche Rohurochrom der Hauptmenge nach aus demselben 
Pyrrolderivat besteht wie das von Dombrowski mit Hilfe der 
Kupfermethode dargestellte. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 54, 188. 





Zur Kenntnis des Urochroms. 
Zweite Mitteilung. 
Von 
K. E. Salomonsen, Kopenhagen. 
(Arbeiten aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg;) 


(Eingegangen am 25. August 1908.) 


Auf Wunsch von Prof. Hofmeister habe ich die von 
Hohlweg begonnene Untersuchung (s. die vorhergehende Mit- 
teilung) des Urochroms weitergefiihrt. Aus auBeren Griinden 
habe ich sie vorzeitig abgebrochen. Doch diirften einige Be- 
funde, wegen ihrer Beziehung zu weiteren Versuchen einen 
kurzen Bericht wert sein. 

Die Gewinnung des Rohurochroms geschah nach Hohl- 
wegs Verfahren. Doch wurde das Schiitteln mit Tierkohle 
in der Weise umgangen, daB der eingeengte Harn durch in 
ca.5cm breiten und 50cm langen Glasréhren befindliche Tier- 
kohle in langsamem Strome filtrierte. Zu diesem Zweck war 
eine Einrichtung getroffen, daB der Harn nur tropfenweise ab- 
flo8. Wenn die Tierkohle mit Farbstoff gesattigt war, wurde 
sie in den Roéhren selbst chlorfrei gewaschen, dann heraus- 


genommen, getrocknet, neuerdings in die Rohren gefiillt und 
nun in ahnlicher Weise durch einen langsamen Strom von Eis- 
essig extrahiert. Der strohgelb bis braunrot gefarbte Auszug 
wurde im Vakuum bei 35° bis 40° eingeengt und der dick- 
fliissige Riickstand mit dem etwa 10fachen Volumen Ather ge- 
fallt. Der Niederschlag zeigte das von Hohlweg beschriebene 
Verhalten. Doch enthielt er noch reichlich mit alkalischer 


Bleioxydlésung abspaltbaren Schwefel. Er enthielt reichlich 
Eisen, das durch wiederholtes Lésen in Alkohol und Fallen 
mit Ather nicht zu beseitigen war. 
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Zur Reinigung wurde die Substanz in das Kalksalz iiber- 
gefiihrt. 

Etwa | g des Rohprodukts wurde in méglichst wenig 
Wasser gelést mit Kalkwasser bis zu deutlich alkalischer Re- 
aktion versetzt, mit Kohlensiure der KalkiiberschuB beseitigt, 
das Filtrat bei 40° in flachen Schalen zur Trockene gebracht. 
Der Riickstand léste sich bis auf einen geringen Rest in Wasser; 
die filtrierte Liésung wurde in absoluten Alkohol einflieBen 
gelassen, der entstandene Niederschlag mit Alkohol durch De- 
kantation gewaschen, dann in der Zentrifuge zum Absetzen 
gebracht, mit Ather gewaschen und getrocknet. 

Die im Vakuum iiber Schwefelsiure getrocknete Substanz 
stellte eine grauweiBe bréckliche Masse dar. 

0,1848 g gaben 0,2737 CO, und 0,0801 g H,O, 
0,1605 g gaben 12,40ccm N bei 17,1° 763,8 mm Druck, 
0,2140 g gaben stark gegliiht 0,0310 g Asche, darin, wie durch eine spezielle 
Bestimmung ermittelt wurde, 0,0206 g CaO. 
Die Substanz enthielt sonach: C — 40,39°', 
H= 4,85 ,, 
N= 9,02,, 
Ca 6,88 ,, 
Sonstige Asche 4,86 
Das Verhiltnis C: N ergibt sich daraus zu 5,23. 


Bromprodukt. 


Die bisher beschriebenen Priparate des Urochroms waren 
alle amorph und ohne Doppelbrechungsvermégen. Bei der 
Suche nach einem besser charakterisierten und fiir weitere 
Reinigung geeigneteren Derivat gliickte es, ein solches in einem 
Bromprodukt aufzufinden, das durch seine schén kérnige Be- 
schaffenheit und sein Doppelbrechungsvermégen von vorne- 
herein als reinere Substanz erschien. 

Rohurochrom wurde in Wasser gelést und tropfenwesie 
mit iiberschiissigem Brom versetzt. Es entstand ein gelber 
Niederschlag, der sich beim Stehen in der Kalte als zahfliissige 
dunkelbraune Masse absetzte. Wurde die iiberstehende Fliissig- 
keit nach 3 bis 4 Stunden abgegossen, der Niederschlag in der 
Reibschale mit Wasser verrieben, so wandelte es sich in eine 
dottergelbe pulverige Masse um, die in Wasser nur in der Hitze 
schwer léslich war, sich in absolutem, bis 80°/,igem Alkohol nur 
wenig, besser in 60°/,igem Alkohol, leicht in Eisessig liste. 
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Mit Alkalien ging die Substanz glatt in Lésung und wurde 
durch Neutralisation mit Saure aus konzentrierter Lésung zum 


Teil in Form eines braunen amorphen Niederschlages gefillt. 


Die Lésung des Ammoniaksalzes wurde nicht durch Calcium-, 
Magnesium- und Bariumsalze gefiallt, wohl aber durch Kupfer- 
acetat, neutrales Bleiacetat, Silbernitrat und Mercurinitrat. 

Die Losung in Eisessig konnte mit Ather gefallt werden, 
doch hatte die gefallte Substanz nicht mehr die schén gelbe 
kérnige Beschaffenheit, sondern war, ahnlich dem durch Siiure 
fillbaren Produkt, graubraun und amorph. Der zur Fillung 
benutzte Ather war braun und enthielt reichlich Brom. Das 
urspriingliche Bromprodukt gibt sonach leicht einen Teil seines 
Broms an Loésungsmittel ab. 

Wird Rohurochrom mit Brom erwirmt, so tritt weitgehende 
Bromierung und Oxydation ein. Der urspriinglich vorhandene 
gelbe Niederschlag geht in Lésung. Nach Einengen einer solchen 
Probe und Vertreiben des Broms konnte die Anwesenheit einer 
wasserunldéslichen éligen gefarbten Siure nachgewiesen werden. 
Daneben fanden sich farblose atherlésliche Krystalle und merk- 
liche Mengen Schwefelsiure. 

Bei Erhitzen mit Zinkstaub oder mit Kalkhydrat gab das 
Bromprodukt ebenso schéne Fichtenspanreaktion wie die Mutter- 
substanz. 

Bei der Zersetzlichkeit des genuinen Urochroms war es 
erwiinscht, festzustellen, ob das von Hohlweg und von mir 
dargestellte Praiparat, das aus bei niederer Temperatur ein- 
gedampftem Harn gewonnen war, nicht bereits einem Um- 
wandlungsprodukt entspricht. Es wurde daher eine grobe 
Menge frischen normalen eiweiBfreien Harns durch Tierkohle ge- 
schickt, die Kohle dann im iibrigen wie oben behandelt. Das 
erhaltene Rohprodukt zeigte durchaus gleiches Verhalten, gab 
héchst intensive Pyrrolreaktion, fiel mit Kupferacetat und lieferte 
mit Brom den beschriebenen Bromkorper. 





Zur Kenntnis des Urochroms. 
Dritte Mitteilung 
Von 
Stefano Mancini, Siena. 
(Arbeiten aus dem physiologisch-chemischen Institut zu StraBburg.) 


(Eingegangen am 25. August 1908.) 


Durch die Darstellung eines kérnigen doppeltbrechenden 


Bromproduktes aus Rohurochrom (vgl. die vorgingige Unter- 


suchung von Salomonsen) schien ein aussichtsvoller Weg zur 
Charakterisierung des Urochroms gegeben. Ich habe daher auf 
Veranlassung von Prof. Hofmeister dieses Bromprodukt ge- 
nauer untersucht. 

Die Darstellung geschah im ganzen auf dem von Hohl- 
weg und Salomonsen angegebenen Wege, doch konnte sie 
mehrfach vereinfacht werden. Auf Grund der von Salomonsen 
gemachten Erfahrungen wurde meist von nicht eingedampftem 
Harne ausgegangen. 

Etwa 200 1 Harn werden mit einer ammoniakalischen Lésung von 
Barium- und Calciumacetat ausgefallt, das Filtrat mit Kohlenséure von 
iiberschiissigem Baryt befreit, dann, schwach angesiuert, durch eine hohe 
Schicht Tierkohle filtriert. Nach Sattigung der Kohle mit Farbstoff 
wird sie bei 50° getrocknet, dann mit Eisessig bis zur Erschépfung aus- 
gezogen. (Die Behandlung mit Baryt- und Kalksalz ist weniger zur 
Entfernung der Sulfate und Phosphate als zur véligen Klarung des 
Harns notwendig. Sie verhindert, da8 geformte Bestandteile in die Tier- 
kohle iibergehen. Das Auswaschen der Tierkohle bis zur Chlorfreiheit 
erwies sich als iiberfliissig, da die spitere Behandlung zur Entfernung 
des anhaftenden Kochsalzes und anderer leichtlislicher Beimengungen 
hinreichte. ) 

Der Eisessigextrakt wurde im Vakuum bei 40° auf ein Zehntel 
eingeengt, vom auskrystallisierten Kochsalz abfiltriert, neuerdings dann 
mit Wasser verdiinnt und im Vakuum bei 40° bis zum Sirup eingedampft. 
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Die nahezu vollstindige Entfernung des Eisessigs erwies sich als nétig, 
weil er die Ausfillung des Bromproduktes in sehr merklicher Weise be- 
hindert. 

Der sirupése Riickstand wurde in méglichst wenig Wasser gelist, 
filtriert und das braune Filtrat bei niedriger Temperatur am besten unter 
Eiskihlung mit iiberschiissigem Brom versetzt. Es fallt ein Niederschiag 
aus, der sich am Boden des GefaSes in Form eines dichten, braunroten 
Sirups sammelt. Nach einigem Stehen auf Eis wird dekantiert und der 
Bodensatz mit destilliertem Wasser gewaschen. Dabei verwandelt er 
sich unter Abgabe von iiberschiissigem Brom in eine gelbe, breiartige 
Masse, die sich leicht mit Wasser auswaschen und abfiltrieren 1aBt. 

Zur weiteren Reinigung wird das Rohprodukt in Lauge gelést, die 
Lésung filtriert und in méglichst konzentrierter Lésung leicht angesiuert. 
Der ausfallende braune kérnige Niederschlag wird in Wasser geliést und die 
gesamte Lésung neuerlich mit Brom behandelt. Nach nochmaliger 
Wiederholung der Brombehandlung wird der kérnige, schén gelbe Nieder- 
schlag in der Reibschale reichlich mit Wasser gewaschen, dann abfiltriert 
iiber Kali und dann iiber Schwefelsiure getrocknet. 


Die reine bromierte Substanz ist doppeltbrechend von hell- 
bis dottergelber Farbe, léslich in heiBem Wasser, etwas léslich 
in absolutem Alkohol, unléslich in Ather, Chloroform, Amyl- 
alkohol, Phenol und Benzol. Alkalien lésen zu brauner Lésung, 
aus der Essigsiure bei geniigender Konzentration einen braunen 
Niederschlag fallt. Die médglichst wenig Alkali enthaltende 
Lésung fallt mit Kupferacetat, Kupfersulfat, Eisenchlorid, 
neutralem Bleiacetat. Beim Erhitzen mit Zinkstaub oder mit 


Kalkhydrat geben die geringsten Mengen sehr starke Pyrrol- 


reaktion. Sie enthalt nach wiederholter Fallung mit Brom 
keinen Schwefel und ist dann nahezu oder ganz aschefrei. 


Prip. 1. 0,1124 g Substanz gaben 0,1464 g CO, und 0,0353 g H,0, 
0,0394 ,, " 0,0352 ,, AgBr, 

Praip. 2. 0,1092,, 0,1390 ,, CO, und 0,0370 g H,0, 
0,0955 ,, : 7,1 ccm N bei 18° und 722 mm, 
0,1050 ,, , 0,0946 g AgBr, 

Prap. 3. 0,1198,, 8,8 com N bei 20° und 723 mm. 


I Iil Mittel 
35,53 34,71 — 35,12 
3,81 3,79 — 3,80 
38,02 38,34 — 38,18 
— 8,17 8,03 8,10 
— — — 14,80 


Priparate des Bromprodukts, welche durch einmalige Bromein- 
wirkung bei Zimmertemperatur dargestellt waren, enthielten weniger 





210 St. Mancini: 


Stickstoff, was sich aus der Beimengung von etwas Bromanil (s. unten) 
erklirt. Auch zeigten solche nicht geniigend gereinigte Priiparate eine 
mehr orangegelbe Farbe und enthielten wechselnde Mengen Schwefel 
und Asche. 


Es ware verfriiht, aus den obigen Analysenzahlen die end- 
giiltige Formel ableiten zu wollen. Immerhin ist zum Behufe 
des Vergleichs mit alteren und kiinftigen Befunden eine zahlen- 
maBige Betrachtung am Platze. 

Das’ Verhaltnis von Kohlenstoff- zu Stickstoffatomen er- 
gibt sich aus obigem zu 5,07C :1N. Dieses Verhiltnis naihert 
sich dem von Salomonsen gefundenen C : N — Verhiltnis 5,23 
und dem von Thudichum fiir Uromelanin ermittelten 5,14. 
Gegeniiber den von Dombrowski fiir sein Urochrom ge- 
fundenen Zahlen, aus denen sich dieses Verhaltnis von 4,3 bis 
6,0 berechnet, stellt dieser Befund einen mittleren Wert dar. 

Dieses Verhiltnis entspricht sehr annahernd einem Gehalt 
von 36 Kohlenstoffatomen auf 7 Stickstoffatome, und es labt 
sich die Zusammensetzung des untersuchten Bromprodukts 
unter Beriicksichtigung des Umstandes, da8 die Wasserstoff- 
zahlen und Stickstoffzahlen meist zu hoch gefunden werden, in 


erster Annaherung durch die Formel C,,H,, Br,N,O,, ausdriicken. 


Gefunden Gefunden 
Berechnet: im Mittel: im Priparat II u. III: 
%/ lo °%/ 
Cc 34,75 35,12 34,71 
H 3,32 3,50 3,79 
Br 38,58 38,18 38,34 
N 7,90 8,10 8,10 
O 15,45 14,80 15,06 


Nach den Erfahrungen ilterer Autoren') wird der normale 
Harnfarbstoff durch Einwirkung von Séuren in dunkelgefarbte, 
wasserunlésliche, harzartige Stoffe iiberfiihrt, die mit ver- 
schiedenen Namen bezeichnet wurden. Einer davon, das durch 
Einwirkung von Schwefelsiure entstehende, in Alkali lésliche 
Uromelanin ist von Thudichum?) als amorpher K6rper isoliert 
und als solcher sowie in Form einer ganzen Reihe von Salzen 
analysiert worden. Er gibt dem Uromelanin danach die Formel 

1) Vgl. die altere Literatur bei Dombrowski, Zeitschr. f. physiol. 


Chem. 57, 188. 
2) Journ. f. prakt. Chem. 104, 257. 
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C,,H,,N,0,,. Ersetzt man in oben gefundener Formel des Brom- 
produktes Brom durch Wasserstoff, so ergibt sich C,,H,.N,O,,, 
welche Formel sich von jener des Uromelanins nur durch ein 
Plus von zwei Wassermolekiilen unterscheidet. 

Es wire denkbar, da8 das Uromelanin durch Saurewirkung 
aus jener Substanz, deren Bromprodukt der von mir unter- 
suchte K6orper ist, durch Saurewirkung in dhnlicher Weise 
hervorgeht, wie etwa Dyslysin aus Cholsiure. 

Da es zweifelhaft ist, ob diese Substanz mit dem genuinen 
Urochrom identisch ist, so méchte ich sie, genauer gesagt den 
schwefelfreien pyrrolliefernden Korper, der dem isolierten Brom- 
produkte zugrunde liegt und der vermutlich die Zusammen- 
setzung C,,H,,N,O,, hat, auf Vorschlag von Herrn Professor 
Hofmeister vorlaufig als Uropyrryl bezeichnen. Das unter- 
suchte Bromprodukt ware danach ein bromiertes Uropyrryl, das 
Uromelanin ein Anhydrid desselben. 

Durch Einwirkung von Brom in der Warme hat Salo- 
monsen (siehe die vorhergehende Mitteilung) aus Rohurochrom 
eine lige Saéure, einen krystallinischen Kérper sowie Schwefel- 
siure erhalten. Es erschien notwendig, diese Produkte niaher 
zu charakterisieren. 

Von der mdéglicherweise irrigen Vorstellung ausgehend, daB 
der Bromkérper einfach ein gebromtes Urochrom ist, wurde 
die Oxydation nicht mit dem Rohurochrom, sondern mit dem 
ersten durch Brom erhaltenen Niederschlag — also dem nicht 
weiter gereinigten gebromten Uropyrryl vorgenommen. 

Der Niederschlag wurde in Wasser verteilt, mit Brom im 
UberschuB8 versetzt und auf dem Wasserbade erwarmt. Nach 
einigen Minuten war ein grofer Teil der Substanz in Losung 
gegangen, wahrend sich ein dunkel gefarbter bromreicher Sirup 
am Boden absetzte. Zur Oxydation dieses Anteils wurde die 
Brombehandlung vier Stunden lang fortgesetzt. 

Nach vierundzwanzigstiindigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur wurde die iiberstehende viollig klare gelbrote Fliissig- 
keit von Brom durch Erwarmen befreit und zu einem diinnen 
Sirup eingedampft. Bei Extraktion mit Ather gingen in diesen 
zwei Sauren iiber, von denen die eine in Wasser sehr leicht, 
die andere nur schwer léslich war. Durch Aufnehmen mit 
wenig Wasser und Verdunstenlassen wurde die wasserlésliche 
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Saure als aus Prismen bestehender Krystallbrei erhalten, der 
von noch anhaftender dliger Saure auf der Tonplatte getrennt 
wurde. Nach dem Umkrystallisieren erwies sich die Saure 
durch Reaktionen und Zusammensetzung als Oxalsaure. 


0,1216 g Substanz gaben 0,0860 CO, und 0,0563 H,O. 
Berechnet fiir C,H,O, + 2H,O Gefunden 


0; 0/ 
/0 /0 
C 19,04 19,29 
H 4,80 4,18 


Die in Wasser schwer lésliche gelb gefiirbte Siure wurde 
mit Ammoniak in Lésung gebracht, mit Chlorcalcium ausgefillt, 
das Filtrat mit Schwefelsiure angesiuert und neuerdings aus- 
geithert. Der Ather hinterlie3 beim Eindunsten eine teerig- 
élige Masse, die sich wenig in kaltem und heiBem Wasser léste, 
reichlich hingegen in Alkohol und Ather. Die mit Ammoniak 
neutralisierte wisserige Lésung gab mit neutralem Bleiacetat 
und Kupferacetat amorphe Niederschlige, die sich beim Er- 
hitzen zum Teil in Wasser listen. Beim Einengen der mit 
Ammoniak hergestellten Lésung krystallisierte ein Teil des 
Sirups in Biischeln und Garben von gelb gefarbten Nadeln. 

Die gereinigte dlige Saéure, frei von Oxalséure und Schwefel 
enthielt Brom und gab die Fichtenspanreaktion mit Zinkstaub, 
aber auch mit Kalkhydrat allein, in ausgesprochenster Weise. 

Der bei der Bromierung als Sirup abgeschiedene wasser- 
unlésliche Anteil, der anscheinend weiterer Oxydation hart- 
nickig widerstand, lieferte beim Versuch, ihn in Alkohol zu 
lésen, schéne goldgelbe Krystillchen, die nach Aussehn und 
Léslichkeitsverhaltnissen als Bromanil angesprochen werden 
muBten. 

Sie waren unléslich in Wasser, schwerléslich in Alkohol 
und Ather, gut léslich in Benzol und Eisessig. Aus letzteren 
Lésungsmitteln krystallisierte die Substanz in goldglanzenden 
rhombischen Tafeln oder Plattchen. Beim Erhitzen mit Kali- 
hydrat gab- sie eine sehr intensive purpurfarbige Lésung; die 
gelben Krystillchen enthielten vielfach eine schén rot gefarbte 
Substanz eingeschlossen. 

Obgleich die Substanz, deren geringe Menge eine geniigende 
Reinigung untunlich erscheinen lieS, einen niedrigeren Schmelz- 
punkt (260° statt 300°) und einen héheren Bromgehalt (80 statt 
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75,5 °/,) besa8, als dem Bromanil zukommt, ist doch an deren 
Identitét damit kaum zu zweifeln. 

Es waren somit bei der Bromierung neben einer éligen 
noch die Fichtenspanreaktion gebenden Saure, die wohl das 
Hauptprodukt darstellte, noch Oxalsiure und (héchstwahr- 
scheinlich) Bromanil erhalten worden. Dazu kommt nach Salo- 
monsen bei Bromierung des Rohurochroms noch Schwefel- 
saure. 

Da ich den beschriebenen Abbauversuch mit Brom an 
dem nicht weiter gereinigten ersten Bromniederschlag ausge- 


fiihrt hatte, der, wie mir sonst aufgestoBen ist, noch schwefel- 
haltig sein kann, so war die Frage zu entscheiden, ob die 
intensive Bromeinwirkung auch bei dem gereinigten bromierten 


Uropyrryl zu den gleichen Endprodukten fiihrt. 

Der mit einer geringen Menge (10 cg) reiner Substanz aus- 
gefiihrte Versuch lieferte nur die oben beschriebene Glige Saure, 
die die Pyrrolreaktion gibt. Hingegen war weder Oxalsiure 
noch Bromanil aufzufinden, obgleich deren Nachweis sonst, selbst 
bei sehr geringen Mengen ohne Schwierigkeit gelingt. Der Ver- 
such bedarf der Wiederholung. Doch ist vorliufig anzunehmen, 
da8 diese Produkte aus im Rohurochrom enthaltenen Stoffen 
hervorgehen, welche zum Uropyrryl nicht direkt in Beziehung 
stehen. 

Aus der endgiiltigen Entscheidung dieser Frage wird sich 
Niaheres dariiber ergeben, in welcher Beziehung das gebromte 
Uropyrryl zum urspriinglichen Urochrom steht. Durch die bis- 
herigen Untersuchungen iiber das Urochrom ist dessen Natur 
nicht geniigend festgestellt. Es ist denkbar, daB es dem Uro- 
pyrryl sehr nahe steht, zumal da das von Salomonsen dar- 
gestellte Calciumsalz bis auf den viel héheren Sauerstoffgehalt 
ein sehr ahnliches Atomverhiltnis von C:N aufweist als das 
Uropyrryl. Auch die Frage, ob das Urochrom Schwefel ent- 
halt, ist durchaus nicht geklirt. Das von Hohlweg mit seiner 
Methode dargestellte Rohurochrom war diesem Autor zufolge 
nach wiederholter Reinigung schwefelfrei. Salomonsen fand 
darin wechselnde Mengen abspaltbaren Schwefels. Das von 
Dombrowski mit der Kupfermethode isolierte Urochrom, das, 
wie nebenbei erwaihnt sei, nach meinen Versuchen bei Brom- 
behandlung typisches gebromtes Uropyrry] liefert, enthielt, wie 
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aus den von Dombrowski mitgeteilten Analysen hervorgeht, 
stets Schwefel, aber in sehr ungleicher Menge. Falls dieser 
Schwefelgehalt in der Tat dem urspriinglichen Urochrom an- 
gehérte und nicht bloB einer Beimengung, so muff die ent- 
sprechende schwefelhaltige Gruppe auBerordentlich leicht von 
dem die Pyrrolreaktion bedingenden Kern losgelést werden 
kénnen. Die Klarstellung dieser Verhiltnisse ist zurzeit Gegen- 
stand weiterer Untersuchungen im hiesigen Laboratorium. Be- 
sonderes Interesse verdient weiter die die Pyrrolreaktion gebende 
dlige Saéure, die bei weitgehender Brombehandlung erhalten 
wurde. Ihre Untersuchung verspricht weitere Aufklirung tiber 
den Bau des Uropyrryls und damit des Urochroms zu liefern. 





Beitrag zur Lehre vom Kreislaufe der Galle. 
Von 
Dr. Gustav Bayer, Assistent. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
k. k. Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 23. Juli 1908.) 


Mit 1 Tafel. 


I. Die Schutzwirkung des Serums. gegeniiber 
der Giftwirkung der Galle, 


Die fiir alle daraufhin untersuchten Zellen und Gewebe 
des tierischen Kérpers so ungemein giftige Galle wird bekannt- 
lich aus dem Darme teilweise wieder aufgesaugt und mit dem 
Blutstrome der Leber zugefiihrt und von deren Zellen auf- 


genommen, um neuerdings als Verdauungsfliissigkeit verwendet 


zu werden. Die Existenz dieses ,,enterohepatischen Gal- 
lenkreislaufes‘ ist zumindest fiir die Cholate mit Sicherheit 
festgestellt') und auch fiir die Gallenpigmente liegen einzelne 
Angaben vor, welche ein Kreisen derselben wahrscheinlich zu 
machen suchen. 

Die Menge der aus dem Darmkanal resorbierten Galle ist 
sehr groB und wird von Bidder und Schmidt*) und von 
Hoppe-Seyler®*) iibereinstimmend auf */, der in das Duo- 
denum entleerten Gallenquantitat geschatzt. Dieses haus- 
halterische Verfahren des Organismus ist zwar einerseits be- 
greiflich, da ja doch sehr groBe Mengen von Galle fiir die 


1) Die diesbeziigliche Literatur vgl. bei Stadelmann, Der Ikterus 
und seine verschiedenen Formen. Stuttgart 1891, 95ff. — Wein- 
traud, Nagels Handbuch der Physiologie 2 (2), 514 bis 515. 

2) Bidder und Schmidt, Mitau u. Leipzig 1852, 218. 

%) Hoppe-Seyler, Arch. f. pathol. Anat. 26, 535, 1863. 
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Fettverdauung erforderlich sind und da ein eigentlicher Ver- 
brauch derselben bei ihrer vorwiegenden Funktion als ,, Aktivator‘‘ 
fiir das fettspaltende Pankreasferment') und als_,,Lésungs- 
mittel?) nicht anzunehmen ist. 

Andererseits aber bietet die geradezu enorme Giftigkeit 
der Galle, die, wie zahlreiche Experimentaluntersuchungen 
lehren, vorwiegend durch die gallensauren Salze bedingt ist, 
dem Verstaéndnisse der Lehre vom Gallenkreislaufe einige 
Schwierigkeit. Wenn auch nach Heidenhains*) Berechnung 
im Blute nur 0,024°/, Gallenséure enthalten sein miissen, um 
die ganze 24stiindige Ausscheidung an Cholaten zu decken, so 
liegt doch diese Konzentration nicht allzuweit entfernt von 
derjenigen, bei welcher bereits eine betrachtliche Lésung von 
roten Blutkérperchen erfolgt.*) Ganglienzellen diirften, wie sich 
mir aus mehreren Versuchen ergeben hat, noch eine weit 
groBere Empfindlichkeit gegeniiber der Giftwirkung der Galle 
besitzen als die Erythrocyten.®) Ferner ist zu bedenken, da 
die von Heidenhain berechnete Konzentration sicherlich 
keinen Maximalwert darstellt und schon physiologischerweise 


auf der Héhe der Fettresorption, vornehmlich aber bei patho- 
logischen Geschehnissen, speziell beim Ikterus, wenigstens 
voriibergehend wesentlich héhere Werte annehmen wird. 
Hieraus erhellt die Notwendigkeit einer SchutzmaB- 
regel fiir den Organismus, durch welche er gegen die Gefahren 
einer Giftwirkung seitens der Cholate gefeit ist. Einen solchen 
Schutz bietet nun — zuniachst allerdings nur fiir die Form- 


1) O, v. Fiirth und J. Schiitz, Uber den Einflu8 der Galle auf 
die fett- und eiweiBspaltenden Fermente des Pankreas, Beitriige z. chem. 
Physiol u. Pathol. 9, 29, 1907. 

2) Vgl. B. Moore und W. H. Parker, On the function of the 
bile as a solvent, Proc. Roy. Soc. 68, 443, 64, 1900. 

8) Heidenhain, Physiologie der Absonderungsvorginge, in Her- 
manns Handb. d, Physiol. 5, 232. 

*) Dieselbe ist nach Rywosch, Arbeiten aus dem pharmak. In- 
stitut zu Dorpat 1 (2), 111, 1888: 0,061°/,; meinen eigenen Versuchen 
zufolge wesentlich niedriger, etwa 0,04°/,; der Unterschied erklirt sich 
dadurch, daB Rywosch verdiinntes Gesamtblut, ich aber serumfrei ge- 
waschene Erythrocyten verwendete. 

5) Galle-Serumgemische, die Kaninchenblutkérperchen gegeniiber 
inaktiv sind, rufen, durch die Carotis einem Kaninchen hirnwiarts in- 
jiziert, haufig noch deutliche nervése Reizungserscheinungen hervor. 
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elemente des Blutes, die antihamolytische Wirkung des Blut- 
serums. Es geniigen bekanntlich schon sehr geringe Mengen 


von Serum, um die Blutkérperchen zerstérende Fahigkeit der 
Cholate zu paralysieren.’) 

Die Kenntnis dieser antilytischen Serumfunktion ist fiir 
das Verstaindnis der Tatsache, daB auch bei hochgradigem 
Ikterus eine Zerst6rung von Erythrocyten wahrscheinlich gar 
nicht oder, wenn schon iiberhaupt, so doch nur im geringsten 
AusmaBe stattfindet,*) von Bedeutung. 

Auf Grund naheliegender Uberlegungen erhob sich die 
Frage, ob sich die entgiftende Wirkung des Serums denn nur 
gegeniiber der hamolytischen Kraft der Cholate aufere, oder 
nicht auch gegen die tibrigen Giftwirkungen der Gallen- 
salze zur Geltung komme, weshalb einige Versuche nach dieser 
Richtung hin ausgefiihrt wurden, deren Ergebnis hier in Kiirze 
mitgeteilt werden soll. 

In den im folgenden angefiihrten Versuchen wurde der 
Einflu8 von Serum auf die Giftwirkungen, welche die Cholate 
gegen Leukocyten, quergestreifte Muskel, das Herz und 
das Nervensystem ausiben, gepriift. 

Leukocyten: Die Giftwirkung der Galle gegen dieselben*) 
gibt sich durch eine rasch eintretende Lahmung der amoeboiden 
Bewegungen und darauffolgendes ZerflieBen des Zellinhaltes kund. 

In den hier mitzuteilenden Versuchen wurden die Leuko- 
cyten einer 15stiindigen Aleuronat-Peritonitis vom Meerschwein- 
chen verwendet. Es wurden zwei Gallenlésungen in bezug auf 
ihre Giftigkeit miteinander verglichen, von welchen die eine 
— Lésung A — 

aus 3 ccm 1°/,iger Natriumglykocholatlésung 4 ccm 

physiol. Kochsalzlosung ; 
die andere — Lésung B — 


1) Vgl. H. Liidke, Centralbl. f. Bakteriol. u. Parasitenk., Abt. I, 
Orig., 42, Nr. 5, 455 bis 462, u. Nr. 6, 552 bis 561, 1906. 

®) Ausfiihrliches hieriiber bei Weintraut, Krankheiten der Leber, 
Handb. d. Pathol. d. Stoffwechsels von C. v. Noorden 1, 776 u. 778, 1906. 

8) Zuerst beobachtet von v. Dusch, Untersuchungen und Ex- 
perimente als Beitrag zur Pathogenese des Ikterus und der akuten gelben 
Atrophie der Leber. Habilitationsschrift 1854. — Vgl. auch Jurasz, 
Inaug.-Dissert. Greifswald 1871 
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aus 3 ccm 1°/,iger Natriumglykocholatlésung —- 4 ccm 

Kaninchenserum 
bestand. Zu je 1 ccm dieser Lésungen wurde 1 ccm des leuko- 
cytenreichen Peritonealexsudates hinzugefiigt. Nach 1 Stunde 
(Temperatur 37°C) waren bei dem kein Kaninchenserum ent- 
haltenden Gemisch A alle weifen Blutzellen zerfallen, wahrend 
in Lésung B die Eiterkérperchen auch nach 3 Stunden keine 
sichtbare Schadigung erlitten hatten. 

Muskel’): Die beiden Gastroknemii einer Rana temporaria 
werden in gleiche Gallensalzmengen enthaltende Lésungen, von 
welchen die eine mit physiologischer Kochsalzlésung, die andere 
mit Kaninchenserum hergestellt ist, eingetaucht und ihre 
Zuckungen auf gleiche elektrische Reize (Offmungsschlage) mit- 
tels Muskelhebels auf einer Kymographiontrommel verzeichnet. 
Das sehr eklatante Resultat eines solchen Versuches zeigt Fig. 1 
auf Tafel II. Die obere Zuckungsreihe zeigt das rasche Ab- 
sinken der Zuckungshéhe des in die serumfreie Gallensalzlosung 
eingetauchten Muskels, die untere die Paralysierung dieses 
toxischen Effektes durch Serum. 

Wirkung auf das Zentralnervensystem und die 
Zirkulation: Wahrend die meisten Autoren die depressive 
Wirkung der Galle konstatieren, beobachteten v. Dusch®*), 
Réhrig*), v. Leyden‘), Loewit®) und neuerdings auch 
Meltzer und Salant®*) gelegentlich Krampfe der Ko6rper- 
muskulatur als Folge von intravasalen Gallensalzinjektionen ; 
auf Grund eigener Erfahrungen mu8 ich mich der Ansicht der 
eben genannten Autoren anschlieBen. Auch ich beobachtete — 
besonders nach hirnwirts gerichteten Injektionen durch die 
Carotis — bei Kaninchen recht hiufig das Auftreten konvul- 
sivischer Zustaénde. Wurde nach einer solchen, Kriimpfe er- 


1) Giftwirkungen der Galle auf den Muskel zuerst beschrieben 
von J. Budge, Spezielle Physiologie des Menschen. 1857, 108 u. 255, 
u. W. Kiihne, Reicherts u. Du Bois-Reymonds Arch. 1859, 23 ff. 

%) lo. 22, 

3) Rohrig, Arch. f. Heilk. 1863. 

*) v. Leyden, Beitriige zur Pathologie des Ikterus. Berlin 1866, 
65 u. 66, 96. 

5) M: Loewit, Zeitschr. f. Heilk. 2, 459 ff. 

6) Meltzer und Salant, Studies on the toxicity of bile II, Journ. 
of experim: med. 1906; 
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zeugenden Injektion eine zweite, die gleiche Gallensalzmenge 
enthaltende Lésung in Kaninchenserum eingespritzt, so blieben 
die Konvulsionen entweder ganz aus oder zeigten weitaus 
leichteren Charakter, woraus zu schlieBen sein diirfte, daB die 
zentralen Reizwirkungen der Galle ebenso wie die vorher be- 
sprochenen Giftwirkungen durch Serum aufgehoben oder doch 
sehr stark abgeschwicht werden. Hierdurch erklart sich auch, 
warum Krimpfe, die bei intravasaler Injektion verhiltnis- 
maBig so selten auftreten, bei subduraler Applikation stets 
gesehen werden;') die geringen EiweiBmengen des Liquor 
cerebrospinalis’?) geniigen eben zur Entgiftung nicht. 

Auch in bezug auf die Beeinflussung der Atmung muB 
dem Serum eine die Giftwirkung der Gallensalze paralysierende 
Wirksamkeit zugesprochen werden. 

Das zu den diesbeziiglichen Versuchen verwendete Natrium 
glycocholicum Merck wirkt in quantitativer und qualitativer 
Beziehung anders als die von friiheren Autoren untersuchten 
Praparate. Zwar trat auch in meinen Versuchen, die alle an 
Kaninchen angestellt worden waren, bei hirnwarts gerichteten 
Injektionen hiufig Verminderung der Atemfrequenz auf, jedoch 
war diese meist nur geringfiigig im Vergleiche mit den von 
Traube*) und von Loewit*) erzielten Effekten. Auch die 
iibrigen bisher beschriebenen Veranderungen der Atmung (Still- 
stand der Atmung bei Mittellage des Zwerchfells, Attacken von 
ungemein rascher und vertiefter Atmung, Stillstand der Atmung 
in Inspiration mit einzelnen stoBweisen exspiratorischen Atem- 
bewegungen), bekam ich in meinen Versuchen gelegentlich zu 
Gesicht, jedoch waren die zu ihrer Erzielung notwendigen Cholat- 
mengen weitaus gréfer als in Loewits Versuchen. Auch in 
qualitativer Beziehung unterschied sich die Wirkung meines 
Praparates von der der bisher verwendeten besonders dadurch, 
da8 bei meinen Versuchen in der Regel intensive und anhaltende 


1) Bickel, Miinch. med. Wochenschr. 1897, Nr. 21. — Bidl und 
Kraus, Centralbl. f. klin. Med. 1898, 1185ff. 

*) Nach E. Nawratzki, Zeitschr. f. physiol. Chem. 23, 532ff., 
1897, betrigt der EiweiBgehalt des Liquor cerebrospinalis 0,0221°/ . 

3) L. Traube, Uber den EinfluB der gallensauren Salze auf die 
Herztiitigkeit. Beitriige z. chem, Physiol. u. Pathol 1, 378, 1864. 

4) Loewit, |. c. 8. 482ff. 


15* 
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Dyspnoe ohne Atempause auftrat, eine Veranderung, die von 
anderen Untersuchern nur sehr selten beobachtet worden war. 
(Loewit, bei Versuchen an Hunden.) Die Erklairung fiir diese 
Differenzen diirfte in der Beschaffenheit des Priaparates zu 
suchen sein. 

Immerhin zeigte sich die entgiftende Wirkung des Serums 
auf die gegen die Atmung gerichtete Giftwirkung in meinen 
zahlreichen Versuchen stets in deutlichster Weise. (S. Fig. 2 
und 3 auf Tafel II.) 

Ebenso wird auch der Eintritt der Kreislaufstérungen, 
die im wesentlichen mit dem hiertiber Bekannten iibereinstimmen 
und auf deren Analyse deshalb nicht eingegangen werden soll, 
wie sich aus Fig. 2, 3 und 4 der beigegebenen Tafel ergibt, 
durch Zusatz von Serum ganz (Fig. 2 und 4) oder teilweise 
(Fig. 3, bis auf die infolge der Injektion auftretenden Unregel- 
maBigkeiten der Herzaktion) hintangehalten. Beziiglich der Tech- 
nik dieser Versuche sei auf Loewits') Abhandlung hingewiesen. 

Es ergibt sich aus diesen mehrfach mitdem gleichen 
Resultate wiederholten Versuchen, daB den vorhin aus- 
gesprochenen Vermutungen entsprechend die Entgift- 
ung der Galle durch das Blutserum sich nicht nur in 
bezug auf die hamolytische, sondern auch hinsichtlich 
der iibrigen toxischen Cholatwirkungen geltend macht.*) 
Diese Aufhebung der Giftwirkungen der Gallensalze, die vielleicht 
schon unter physiologischen, sicherlich aber unter pathologischen 
Bedingungen fiir den Organismus von der gré8ten Bedeutung 
ist, darf wohl, wie kiirzlich fiir die antihamolytische Serum- 
funktion nachgewiesen werden konnte,*) auf eine zwischen den 
EiweiSkérpern des Serums und den Cholaten stattfindende Bin- 
dung bezogen werden. Auch nach Neumeister‘) besitzen die 
gallensauren Salze die Fahigkeit, sich Proteinstoffen in eigen- 
tiimlicher Weise innig anzulagern.°) 

1) le. 

2) Vgl. hierzu S. Flexner (Journ. of experim. med. 8, 1906), der 
entdeckte, daB die Pankreatitis erzeugende Wirkung der Cholate durch 
Kolloide aufgehoben wird. 

8) Diese Zeitschr. 5, 368, 1907, und Fenyvessy, 
1907. 

4) Neumeister, Lehrb. d; physiol. Chem. 1893, I. Teil, S. 177. 
5) Neumeister weist an dieser Stelle auch auf die mégliche bio- 


ebenda 5, 114, 
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Welcher Art diese Bindung sei, ist bisher nicht untersucht, 
doch erscheint es in hohem MaBe wahrscheinlich, daB es sich 
um eine jener physikalisch-adsorptiven Kuppelungen 
handle, fiir welche durch die von Quinke geschaffene Bezeich- 
nung der ,,kolloidalen Umhiillung* ein so charakteristischer 
Ausdruck geprigt worden ist. Solche kolloide Bindungen er- 
folgen, wie besonders auch von Landsteiner') und seinen 
Schiilern wiederholt konstatiert wurde, haufig energischer, wenn 
das bindende oder das umhiillende Kolloid vorher erhitzt worden 
war. Da auch, wie aus Tabelle I ersichtlich ist, vorher er- 
warmtes Serum im héheren MaBe zur Neutralisierung der himo- 
lytischen Wirkung geeignet ist als unerhitztes, so diirfte durch 
diesen Umstand die Annahme, daB die Eiwei8-Cholatbindung 
als adsorptive aufzufassen ist, eine Stiitze erhalten. 


Tabelle LI. 


Jedes Réhrchen enthilt 0,3 ccm einer 1°/,igen Lésung von taurochol- 
saurem Natrium und 1 cem 5°/,iger Erythrocyten-Emulsion (Meerschwein- 
chen) f. MS = frisches Meerschweinchenserum. 

MS 70° — Meerschweinchenserum, das vorher eine halbe Stunde auf 
ca. 70° C erhitzt worden war. 

Himolyse nach 3 Stunden Brutschrank- und 12 Stunden Zimmer- 
temperatur. 





Himolyse bei Zusatz von 
Menge des zu- 
gesetzten Serums ; l 
f. MS MS 70° 
0,3 Spiirchen 0 
0,2 stark fast 0 
0,1 vollkommen stark 
0,05 vollkommen vollkommen 











logische Bedeutung dieser Bindung hin: ,,Derartig fest gebunden werden 
die Cholate wohl auch in die Blutfliissigkeit treten, was um so wahr- 
scheinlicher ist, als die Cholate im freien Zustande als Herzgifte be- 
kannt sind.“ 

1) Landsteiner und Stankovié, Centralbl. f. Bakt., I. Abt., 
Orig. 41, 1, 116,117. Vgl. hierzu auch H. Sachs (Wiener klin. Wochenschr. 
1908, Nr. 10, 322), der feststellte, da&S das Lecithin seine das Kobragift 
aktivierende Eigenschaft beim Erhitzen mit einer Hamoglobinlésung 
verliert und auch eine vorher erwirmte Himoglobinlésung eine ,,In- 
aktivierung* des Lecithins herbeifiihrt. 
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v. Fenyvessys Inaktivierung der hamolytischen Kom- 
bination von Albumin, Gallensiuren und Gallensalzen ist wohl 
fraglos auf diese erhéhte Bindungskraft erwarmter EiweiB- 
molekiile zu beziehen. 

Die Veranderungen, die das Gallensalzmolekiil durch das 
Herantreten des Eiweikomplexes erfahrt, werden wir uns dem- 
nach wohl eher als physikalische, denn als rein chemische vor- 
zustellen haben.') Ebensolche Verhialtnisse diirften auch fiir 
eine Reihe anderer entgiftender Serumfunktionen (z. B. gegen 
Seifen, Schwefelharnstoff und Urethan*) vielleicht auch gegen 
die von Bechhold und Ehrlich*) beschriebenen neuen Des- 
infektionsmittel) obwalten. 

Ahnliche Beziehungen weist, wie kiirzlich Wassermann 


und Citron*) dargetan haben, das Serum auch zu gewissen 


Nabrstoffen auf. Auch dort kommt es zu einer Vereinigung 
der Molekiile der als Nahrstoffe in den Organismus einge- 
fiihrten Substanzen mit einem im Serum vorhandenen Substrat, 
eine Bindung, die die genannten Autoren mittels der Bordet- 
Gengouschen Methode der Komplementfixation nachzuweisen 
imstande waren. 

Auf diese Weise konnte festgestellt werden, daB eine Reihe 
von Nahrungsstoffen durch eine betrichtliche Affinitét zu 
Serumsubstanzen hingezogen und gebunden werden, welche 
Verankerung ein Verschwinden von zugesetztem Komplement 
zur Folge hat. Besonders scharf betonen Wassermann und 
Citron die teleologische Bedeutung des von ihnen aufgedeckten 
Phanomens, indem sie darauf hinweisen, ,,daB durch diese Ver- 
bindung das Nahrstoffmolekiil nach der Richtung hin verandert 
werde, da8 es schwerer ausgeschieden wird, um es so dem 
Siaftestrom bzw. den Zellen zu erméglichen, die Nahrstoffe nach 
dem Bedarfsorte zu transportieren, wo der Nahrstoffhunger, 
d. h. die erhéhte Spannung zu diesen Stoffen herrscht, und wo 


1) Weitere Argumente zugunsten dieser Auffassung werden noch 
spater im Laufe dieser Mitteilung beigebracht. 

2) H. Tsurusaki, diese Zeitschr., 10, 348, 1908. 

8) H. Bechhold und P. Ehrlich, Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 
173, 1906. 

4) Wassermann und Citron, Zeitschr. f. experim. Pathol. u. Therap. 
4 (2), 273 bis 320. 
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sie infolge eben dieser erhdhten Spannung aus dem Blute ab- 
gegeben werden.‘!) 

Die hier fiir Nahrstoffe entwickelten Ansichten miissen um 
so mehr auch fiir die Galle Geltung besitzen, da es sich bei 
dieser, wenn sie, aus dem Darmkanal wieder aufgesaugt, in 
die allgemeine Zirkulation gelangt, nicht nur um die Siche- 
rung des Transportes des Molekiils, sondern gleizeitig auch 
um seine Entgiftung handelt. Die von Wassermann und 
Citron als Nahrstoffhunger bezeichnete Attraktionswirkung der 
Zelle miiBte sich im Falle der Galle durch eine die Affinitat 
des SerumeiweiBes iibertreffende Bindungskraft der Leberzelle 
fiir Gallensalze manifestieren. 

Liese Uberlegungen boten die Anregung, einige fiir die 
Lehre vom Gallenkreislaufe interessante Fragen einer experi- 
mentellen Priifung zu unterziehen. Demgemi8 soll im folgenden 
untersucht werden, ob die Bindung zwischen Gallensalzen und 
den SerumeiweiBkérpern tatsachlich der eben erérterten Hypo- 
these entsprechend im Sinne der Erzielung einer schwereren 
Ausscheidbarkeit zu wirken imstande sei, und ferner, ob sich 


die zu postulierende Begierde des Leberparenchyms nach Gallen- 


salzen, durch welche diese aus dem zirkulierenden Blute von 
den Leberzellen abgefangen werden, auch in vitro nachweisen 
lasse. 

Bevor aber an die Erérterung der hier aufgeworfenen 
Fragen gegangen wird, soll noch vorerst, obzwar das Statt- 
finden einer Bindung zwischen Gallensalzen und dem Serum 
bereits durch die friiher*) und hier mitgeteilten Experimente 
erwiesen ist, dennoch untersucht werden, ob sich die zur Ent- 
giftung fiihrende Vereinigung von Zelle und Serumeiwei8 auch, 
wie in den Versuchen von Wassermann und Citron, mittels 
der Komplementfixationsmethode nachweisen lasse. 

Diese Versuche*) wurden nach dem gewoéhnlichen Schema 
der fiir Komplementbindungsversuche angewendeten An- 


1) Lc. 317. 

2) G. Bayer, Untersuchungen iiber die Gallenhimolyse. I, diese 
Zeitschrift 5, 368, 1907. 

3) Zur Zeit der Ausfiihrung dieser Versuche waren mir die (mir 
im Original nicht zuginglichen) Untersuchungen von Levaditi und 
Yamanouchi (Compt. rend. 63) nicht bekannt. 
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ordnung ausgefiihrt. Als hamolytisches System dienten Rinder- 
erythrocyten, ein inaktiviertes Rinderblutkaninchenimmunserum 
und als Komplementquelle frisches Meerschweinchenserum. Es 
wurde meistens mit sensibilisierten und nachher gewaschenen 
Blutkérperchen gearbeitet. 

Eine Komplikation fiir die Ausfiihrung der Untersuchung 
lag aber darin, daB im ablenkenden System ein an sich himo- 
Da 
aber die Komplementfixation durch die Vereinigung von 
Gallensalzen und Serum zu 
Zusammentritt zur Entgiftung der Galle in bezug auf ihre 
himolytische Wirksamkeit fiihrt, konnte die Versuchsanordnung 
derartig gestaltet werden, da8 die zur Ablenkung des Komple- 
ments bestimmte Gruppe an sich fiir die nachher zugesetzten 
Zur Entgiftung der Galle wurde 
Das Resultat 


lytischer Stoff, die Gallensalze, vorhanden sein muBten. 


erwarten war und eben dieser 


Erythrocyten indifferent war. 
meistens inaktives Hammelserum verwendet. 
derartiger Versuche zeigen Tabellen II und III. 


Tabelle II. 


Jedem Roéhrchen wurde 1 ccm einer 5°/,igen Rinderblut- 
korperchensuspension zugesetzt. 





Komple- 
ment 


Ambo- 
zeptor- 


1°/, ige 
Lésung v. 
Natrium 
glycocho- 
licum 


10 fach 
verdiinnt. 
aktives 
Meer- 
schwein- 
chen- 
serum 


100 fach 
verdiinnt. 
Rinder- 
blut-Ka- 
ninchen- 
Immun- 
serum 


Inaktives 
Hammel- 
serum 


Hamolyse 





vollkommen nach 15 Min. 
nach 15 Stunden 0 


fast 


vollkommen 

nach 15 Stunden vollkommen 

nach 1 Stunde 15 Min. sehr 
stark 

nach 15 Stunden fast 
kommen 


Pr 1 Stunde 15 Min. 


voll- 


nach 15 Stunden 0 
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Tabelle III. 
Jedes Roérchen enthielt 1 ccm sensibilisierter Rinderblutkérper- 
chen (5°/,ige Suspension). Die Proben wurden 1 Stunde bei 
37° C und weitere 12 Stunden im Eisschrank gehalten. 





wlan _ | Komplement 
1"/oige 15-1) 10 fach verd. Hammel- 
wags, dee Na+! aktives Meer- |serum 5fach 
trium glyco- schweinchen- verdiinnt nach nach weiteren 
cholicum omens 1 Stunde 12 Stunden 


Hamolyse 





0,35 - vollkommen 
0,40 - » 
0,35 = ,f 0 wenig 
0,40 — é 0 ‘. 
0,35 0,3 deutlich | vollkomme 
0,40 0,3 a 
0,35 0,3 5 0 wenig 
0,40 0,3 ° 0 mn 

— 0,3 vollkommen | — 

— 0,3 sf fast vollkom. vollkommen 











Die nachdriicklichste Betonung erheischt der fiir 
die Bewertung der hier ausgefiihrten Versuche prin- 
zipiell ungemein wichtige Umstand, da8 im Serum 
durch glykocholsaures Natrium wahrend der Dauer 
dieser Versuche keinerlei Niederschlag oder Priacipi- 
tation, auch nicht bei Einwirkung weit konzentrier- 
terer Lésung dieses Gallensalzes entsteht; es kann sich 
demnach nicht etwa um eine Ausfillung oder grob mechanisch 
vorzustellende MitreiSung des Komplements handeln. Es sei 
iibrigens hier bemerkt, da8 auch von anderer Seite auf das 
Fehlen einer eiweiBfallenden Wirkung der Glykocholsaure hin- 
gewiesen wurde ') 

So ergibt sich denn aus den in den vorstehenden 


Tabellen wiedergegebenen Versuchen, die mehrfach 
mit dem gleichen Resultat wiederholt wurden, daB 


1) Ivar Bang, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 7, 148, 
1906: ,....da weiters die Glykocholsiure Eiwei8 nicht (im Original ge- 
sperrt!) fallt und keine unlésliche EiweiBverbindung gibt . . .** 
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bei der Vereinigung von Cholat- und Eiwei8molekiil 
in analoger Weise wie bei den Versuchen von Wasser- 
mann und Citron ein Verschwinden des Komplements 
stattfindet.') 

Diese Beobachtung iiber Komplementbindung in vitro 
veranlaBte einige weitere Versuche, durch die festgestellt werden 
sollte, ob eine vorausgehende Injektion gallensaurer Salze auf 
den Komplementgehalt des daraufhin dem Tiere entnommenen 
Blutes Einflu8 nehme. 

Es konnte aber bei den unmittelbar vor und sofort nach 
intravenéser Injektion sehr groBer Mengen von glykocholsaurem 
Natrium entnommenen Blutproben bei Priifung der Bactericidie 
gegen Typhus- und Anthraxbacillen, sowie der Hamolyse gegen 
Menschenerythrocyten, die wenn auch nicht konstant so doch 
sehr haufig durch Kaninchenserum bewirkt wird, trotz der 
gegenteiligen Behauptung RiBlings (Centralbl. f. Bakt., Orig. 
44, 676, 1907) kein Unterschied des Komplementgehaltes 
gefunden werden, so da8 Anhaltspunkte fiir eine intra- 
vasale Komplementbindung nach Galleninjektion nicht 
gewonnen werden konnten. 

Die im Reagensglase eintretende Komplementfixation kann 
wieder als Betiatigung der Auffassung der Bindung zwischen 
Cholat- und Eiwei8molekiil als physikalische Zustandsreaktion 
im Sinne einer Kolloidumhiillung angesehen werden.*) 


Il. Uber die Bedeutung der Bindung der Cholate an die 
SerumeiweiBkérper fiir die Ausscheidung der Gallensalze 
durch den Harn. 


Da bei kolloiden Umhiillungen der neue Komplex nach 
der herrschenden Ansicht die chemischen, physikalischen und 
physiologischen Eigenschaften des umhiillenden Mediums an- 


1) Das vonH. Konradi (Centralbl. f. Bakt., Ref. 88, 56: Bericht iiber 
die erste Tagung der freien Vereinigung f. Mikrobiologie, Berlin 1906) 
bei Versuchen, die gelegentlich der Ausarbeitung seiner Gallenmethode 
zur Ziichtung der Typhusbacillen aus dem Blute Typhuskranker aus- 
gefiihrt wurden, konstatierte Verschwinden der Bactericidie des normalen 
Meerschweinchenserums gegeniiber dem Ebertschen Bacillus bei Zusatz 
von Galle, diirfte wohl nach den hier gewonnenen Erfahrungen auch 
auf die Erscheinung der Komplementfixation zu beziehen sein. 

2) Vgl. Landsteiner, Centralbl. f. Bakt. I. Abteilung, Orig. 42, 356. 
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nimmt, erklarten sich vorerst die hier mitgeteilten Erfahrungen 
iiber Entgiftung der Galle durch Serumeiwei8kérper. Dann 
aber leitet diese Vorstellung auch ohne weiteres dazu, die fiir 
Serumeiwei8 bestehende Undurchlassigkeit der normalen Niere 
auch fiir das CholateiweiBmolekiil anzunehmen, also mit Wasser- 
mann und Citron zu argumentieren, daB die durch die 
Kuppelung bedingte Zustandsinderung das Molekiil in der 
Richtung verandere, daB es schwerer ausgeschieden werde und 
so dem Organismus erhalten bleibe. 

Um angesichts der Schwierigkeit, diese Hypothese direkt 
zu beweisen, doch wenigstens einen sie indirekt stiitzenden 
Anhaltspunkt gewinnen zu kénnen, untersuchte ich, wie sich 
Galleserumgemenge der Dialyse gegeniiber verhalten. 

Es wurden zu diesem Zwecke einerseits mit Wasser, anderer- 
seits mit Hammelserum hergestellte Verdiinnungen von Ochsen- 
galle oder Gallensalzlésungen (Natr. glycocholicum) in gleichen 
Volummengen gegen gleiche Quantitiaten destillierten Wassers 
in Schleicher-Schillschen Diffusionshiilsen dialysiert. Das 
Resultat eines solchen Versuches zeigt Tabelle IV. 


Tabelle IV. 





wii » Verhalten des AuBenwassers 
Inhalt der Diffusionshiilse sath, 3 >< 06 tienin 


0,02 g Natrium glycochol. +-6 ccm | Pettenkofers und Udranskis 
physiol. Kochsalzlésung Reaktion positiv; 
(Thymolzusatz) 1 ccm lést 1 ccm 5 °/jiger Rinder- 
blutaufschwemmung in 6 Stunden 
vollkommen. 


0,02 g Natrium glycochol. +6 ccm | Pettenkofers und Udranskis 
Kaninchenserum (Thymolzusatz) Reaktion negativ; 
keine Himolyse. 





Obwohl natiirlich solche Diffusionsversuche eine Vergleichung 
mit den in der Niere obwaltenden Ausscheidungsverhaltnissen 
nicht gestatten, so beweisen sie andererseits doch wieder, daB 
die gekuppelten GalleeiweiBmolekile sich auch in 
physikalisch-chemischer Beziehung wie EiweiBmolekiile 
verhalten und unterstiitzen so die Annahme, da8 die Bindung 
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7 F " Verhalten des AuBenwassers 
Inhalt der Diffusionshiilse aah $>< 06 Geeoien 


0,02 g Na 


trium glycochol. +-6 ccm | Pettenkofers und Udranskis 
physiol. Kochsalzlésung Reaktion positiv; 
(Thymolzusatz) 1 ccm lést 1 com 5 °/,iger Rinder- 
blutaufschwemmung in 6 Stunden 
vollkommen. 


0,02 g Natrium glycochol. +-6 ccm | Pettenkofers und Udranskis 
Kaninchenserum (Thymolzusatz) Reaktion negativ; 
keine Haimolyse. 





Obwohl natiirlich solche Diffusionsversuche eine Vergleichung 
mit den in der Niere obwaltenden Ausscheidungsverhaltnissen 
nicht gestatten, so beweisen sie andererseits doch wieder, dab 
die gekuppelten GalleeiweiBmolekiile sich auch in 
physikalisch-chemischer Beziehung wie Eiweiimolekiile 
verhalten und unterstiitzen so die Annahme, da8 die Bindung 
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der Gallensalze an die BluteiweiBkérper fiir die Zuriickbehaltung 
derselben im Kérper von Bedeutung sei. 

Vielleicht vermag diese Auffassung auch etwas zum Ver- 
stiindnis der Tatsache beizutragen, daB auch bei schwerem 
Ikterus eine Ausscheidung von Gallensiuren durch den Harn 
sehr haufig vermiBt wird. 

Fiir diejenigen Fille, in denen es dennoch zu einer Gallen- 
salzelimination durch den Urin kommt, ware mit Riicksicht 
auf die so haufig auftretende Albuminurie Ikterischer daran 
zu denken, ob es sich nicht um den Durchtritt gepaarter 
EiweiBcholatmolekiile handle.') Die Angaben derjenigen 
Autoren, welche sich am eingehendsten mit der Untersuchung 
des Harnes bei Ikterus und nach Gallensalzinjektionen be- 
schaftigt haben, sprechen entschieden in dem Sinne; so wird 
diese Vermutung besonders durch die Erfahrungen von Feltz 
und Ritter?) bestatigt, die eine gré8ere Anzahl von Kaninchen 
mit verschiedenen Dosen von Cholaten injizierten; sie fanden 
den Harn der Versuchstiere nach Injektion kleiner Mengen 
normal, nach mittleren Gaben nur eiweiShaltig, und erst nach 
groBen Dosen traten zum Eiwei8 auch die Gallensalze hinzu. 
Ebenso weist Bonanni*) auf die Koinzidenz von Gallensalz- 
ausscheidung mit Albuminurie hin. 

Das von Naunyn‘), Vogel*®) sowie von Héhnel und 
Dragendorff*) behauptete Vorkommen von Gallensiuren im 
Harne normaler Menschen — das allerdings v. Udranski’) 
mit seiner ungemein scharfen Reaktion nie konstatieren konnte — 
wiirde nicht gegen die hier entwickelte Auffassung, daB nur 
eine fiir Eiwei8 durchlassige Niere Cholate passieren lasse, 


1) In bezug auf die so oft nach Salicyldarreichung beobachtete 
meist ganz harmlose Albuminurie liegen vielleicht die Verhaltnisse ahn- 
lich: Nach M. Jacobys Vermutung (diese Zeitschr. 9, 526, 1908 ,,handelt 
es sich bis zu einem gewissen Grade hier nur um einen Ubertritt von 
EiweiB aus dem Blut, das im Kreislauf zur Salicylsiure in Beziehung 
getreten ist, in den Harn“. 

2) Feltz und Ritter, Compt. rend. de l’acad. Paris 79 (2), Nr. 2, 131. 

3) A.Bonanni, Bull. della R. Acad. med. di Roma 1898, fasc. 1. 

*) Naunyn, Arch. f. Anat. u. Physiol. 1860, 

5) Vogel, Malys Jahresberichte 1872. 

6) Héhnel und Dragendorff, Dissert., Dorpat 1873. 

7) L. v. Udranski, Zeitschr. f. physiol. Chem. 12, 376, 1888. 
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sprechen, da ja geringe Grade von Albuminurie bekanntlich 
bei vollig gesunden Menschen eine hiaufige Erscheinung ist.') 


lil. Uber die Affinitit der Leberzellen zu den Gallensalzen. 


Die im vorstehenden mitgeteilten Versuche und Betrach- 
tungen bringen insofern einen Beitrag zur Lehre vom entero- 
hepatischen Cholatkreislaufe, als sie einerseits zeigen, daB trotz 
der hohen Giftigkeit der Gallensalze fiir isolierte Zellen und 
Organe eine Zirkulation derselben im normalen Organismus 
infolge der entgiftenden Wirkung des Blutserums médglich ist, 
und andererseits indem sie auf eine bisher nicht beriicksichtigte 
Erklarungsméglichkeit hinweisen fiir die Tatsache, daB vom 
Darm aus resorbierte (und eventuell auch auf anderem Wege 
in den Blutstrom gelangte) Gallensalze wenigstens innerhalb 
gewisser Grenzen der Exkretion entgehen*) und dem Organis- 
mus erhalten bleiben. 

Fiir das volle Verstindnis des Gallenkreislaufes erscheint 
es aber auch erforderlich, diejenigen Krafte, welche den Uber- 
gang der im Blute kreisenden Galle auf die Leberzellen be- 
dingen, in ihrem Wesen zu erkennen. Diesen Ubergang auf 
eine hohe, die Affinitat des SerumeiweiBes iibertreffende Bin- 
dungskraft der Leberzellen zu beziehen, lag um so niaher, als 
Kallmeyer*) gezeigt hatte, daS Leberbrei, der mit physio- 
logischer Kochsalzlésung bis zum Verschwinden der Himo- 
globinstreifen gewaschen wird, bei Extraktion mit heifem 
Wasser und Alkohol und nachfolgender Atherfallung noch immer 
eine nicht unerhebliche Quantitat von Gallensaéuren liefert, ein 
Befund, der (wie auch Stadelmann*) betont) dafiir spricht, 
,.daB die Leberzellen Gallensiuren enthalten und dieselben nur 

1) Senator (Die Albuminurie, Berlin 1890, 24 ff.) gibt als Mittel- 
wert aus den von vier Beobachtern an einem, dem kriftigsten Teile 
der Bevilkerung (Soldaten und Irrenwiirter) entnommenen Material von 
435 Personen gefundenen Zahlen 41 °/, Albuminuriker an. 

2) Diese Erscheinung fiihrte friiher bekanntlich zur Auffassung, da8 
eine Verbrennung bzw. Zersetzung der Cholate im Organismus stattfinde. 

3) B. Kallmeyer, Uber die Entstehung der Gallensiuren und die 
Beteiligung der Leberzellen bei diesem Proze8, Dorpater Dissertation 1889. 

4) Stadelmann, Der Ikterus und seine verschiedenen Formen, 
Stuttgart 1891, 8. 55 
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ungemein schwer im lebenden Zustande abgeben, d. h. eine 
groBe Affinitaét zu denselben besitzen“. 

Um nun Aufschlu8 dariiber zu erhalten, ob diese Affinitat 
wirklich der Bindungskraft des Serums fiir Cholate tiberlegen 
sei, wurde untersucht, ob ein Ubergang von Cholaten aus dem 
Serum auf Leberzellen extra corpus stattfinde oder nicht. 

Fiir diese Experimente wurde folgende Versuchsanordnung 
gewahlt. 

Zu gleichen Quantitaéten eines Gemenges von Kaninchen- 
serum und Gallensalzlésung wurden einerseits 10 ccm verdiinnten 
Leberbreies, andererseits 10 ccm verdiinnten Kaninchenserums 
hinzugefiigt. Diese Zusatze (verdiinnter Leberbrei und _ ver- 
diinntes Serum) waren so gewahlt worden, daB sie annahernd 
gleichen EiweiSgehalt*) besaBen, aber auf Seite des verdiinnten 
Serums sich ein geringer EiweiBiiberschu8 befand. Auf diese 
Weise wurden zwei Gemische, A und B, erhalten, deren Zu- 
sammensetzung die folgende war: 


5 cem Kanincherserum, 
naam 15 ccm 1°/,iger Lésung von glykochol- 
Gemisch A . TLR 
saurem Natrium, 


10 cem verdiinnter Leberbrei, 


5 cem Kaninchenserum, 
{1s ecm 1°/,iger Lésung von glykochol- 
saurem Natrium, 
10 cem verdiinntes Kaninchenserum. 


Gemisch B = | 


Diese beiden Gemische kamen nun auf eine Stunde in den 
Brutschrank und wurden hierauf eine Stunde lang im Schiittel- 
apparat geschiittelt. Dann wurden beide Fliissigkeiten zentri- 
fugiert und die klaren Zentrifugate auf ihre hamolytische Fahig- 
keit gepriift. Wie aus Tabelle V ersichtlich ist, hatte die 
himolytische Wirkung bei dem mit Leberzellen dige- 
rierten Gemisch starker abgenommen als bei dem bloB 
mit Serum versetzten, obwohl bei letzterem die Menge 
der den Gallensalzen angebotenen Eiweifkérpern eine gréBere 
war. Dies la8t den Schlu8 zu, daB die Bindungskraft des 

1) Derselbe wurde durch Kochen der angesaéuerten Lésungen und 
Bestimmung des N-Gehaltes des Koagulums ermittelt. 
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LeberzelleneiweiBes tatsichlich gréBer als die des Serum- 
eiweiBes ist.*) 


Tabelle V. 





Hiimolyse von lcem 5°/,jiger Rinderblut- 
kérperchenaufschwemmung nach 1°30’ Brut- 
schrank und 12" Eisschrank 


1 com Gemisch A vollkommen 
O58 «w = * stark 
0,3 ,, » ” Spur 
O11 - a 0 

E ss re B vollkommen 
0,5 ,, : pa vollkommen 
Ge ws a - stark 
GP ~ ‘ 0 





Wiahrend also durch diesen Versuch der Ubergang eines 
Teiles der Gallensalze aus dem Serum auf die Leberzellen auch 
in vitro nachgewiesen wurde, konnte fiir Nierenzellen bei der 
gleichen Versuchsanordnung eine besondere Affinitét zu den 
Gallensalzen nicht erkannt werden. 

Wenn auch die Affinitat der Leberzelle die Bindungskraft 
des Serums fiir Cholate nur um weniges iibertrifft, so sind 
doch bei der GréB8e und der reichlichen Vaskularisation der 
Leber die Bedingungen fiir einen Ubertritt der Gallensalze aus 
dem strémenden Blute in das Leberparenchym sehr giinstige. 
Es ist selbstverstandlich aber iiberdies auch méglich, daB dieser 
Ubertritt in vivo auch noch durch andere, an den abgestorbenen 
oder doch schwer geschiidigten Leberzellen im Reagensglasver- 
suche sich nicht mehr manifestierende Krafte bewirkt wird. 


Zusammenfassung der Ergebnisse, 


1. Die Gallensalze kénnen durch die SerumeiweiB- 
kérper nicht allein ihrer himolytischen, sondern auch 
der gegen andere Zellen und Gewebe gerichteten toxi- 
schen Eigenschaften beraubt werden. 


1) Hierbei ist noch zu bedenken, da8 die Kombination Leberzelle 
-+Serum nach den Untersuchungen der Dorpater Schule (Anthen, 
Kallmeyer, Klein und Hofmann) sogar noch zur Neubildung von 
Gallensiuren Veranlassung gibt. 
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2. Diese Entgiftung ist sehr wahrscheinlich auf 
eine physikalische Zustandsanderung des Cholatmole- 
kiils (,,kolloide Umhiillung‘“) zu beziehen. 

3. Vorher erhitztes Serum ist in héherem MaBe 
zur Entgiftung geeignet als unerhitztes. 

4. Beim Zusammentritt von Gallensalz- und EiweiB- 
molekiilen kommt es zum Verschwinden eventuell vor- 


handenen Komplementes. 


5. Durch die Kuppelung an EiweiBkorper wird das 
Cholatmolekiil in der Weise verandert, daB es schwerer 
ausscheidbar wird. 


6. Die groBe Affinitat der Leberzelle zu den 
Gallensalzen, vermége welcher die im Blute kreisen- 
den Cholate in der Leber fixiert werden, ist im Reagens- 
glase nachweisbar. 


Erklirung der Abbildungen: 


Die Figuren der Tafel II. sind durchwegs nach Photogrammen der 
Originalkurven in ungefaihr auf die Halfte verkleinertem MaBstabe dar- 
gestellt. 

Fig. 1. Dient zur Demonstration der Aufhebung der Muskelwirkung der 
Gallensalze durch Serum. 
Obere Reihe: Zuckungen eines in ein Gemisch von 0,3 cem 
10 °/,iger Natriumglycocholat- und 7 cem_ physiologischer 
Kochsalzlésung eingetauchten Frosch-Gastroknemius. 
Untere Reihe: Zuckungen des anderen Gastroknemius des- 
selben Frosches, der in ein Gemisch von 0,3 ccm 10°/,iger 
Natriumglycocholatlésung und 7 ccm nativem Kaninchen- 
serum eingetaucht ist. 
Reizung durch Offnungsschlige; eine Unterbrechung in 
der Sekunde. 
Anfangeerregbarkeit { oberer Muskel: bei 10,0 ccm 
, | unterer Muskel: bei 8,5 ccm. 
. , , oberer Muskel: unerregbar 
Erregbarkeit bei x unterer Muskel: bei nn it 


\ 


Versuche an nicht kuraresierten Kaninchen 


Untere Kurve: Blutdruckkurve der Arteria carotis, aufge- 
nommen mit Fickschem Federmanometer. 

Obere Kurve: Respirationskurve, verzeichnet mit Marey- 
scher Trommel unter Vorschaltung eines ca, 121 fassenden 
Luftreservoirs (Atemflasche). 
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Tafel IL. 
Fig. 1. 
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Biochemische Zeitschrift Band 15. 
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GS=0,3cem 10°/, Lésung von Natriumglycocholat +- 10 cem 
Kaninchenserum. 
GK =0,3ccem 10°/, Lésung von Natriumglycocholat + 10 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung. 
Injektion hirnwarts durch die Carotis communis sinistra. 
Fig. 4. Versuch am kuraresierten Kaninchen. 
Blutdruckkurve der Arteria carotis, aufgenommen mit Fick- 
schem Federmanometer, 
Inakt. = 0,2cem 10°/,iger Natriumglycocholatlésung 15 cem 
Kaninchenserum. 
Akt. =0,2ccm 10°/,iger Natriumglycocholatlésung -- 15 ccm 
physiologischer Kochsalzlésung. 
Injektion durch die Vena jugularis dextra herzwarts. 


Biochemische Zeitschrift Band 13. 





Untersuchungen iiber die Gallenhimolyse. 
III. Mitteilung. 
Uber die Ursachen der Beschleunigung der Gallen- 
himolyse in konzentrierten Salzlésungen. 
Von 
Dr. Gustav Bayer, Assistent. 


(Aus dem Institut fiir allgemeine und experimentelle Pathologie der 
k. k; Universitat Innsbruck.) 


(Eingegangen am 23, Juli 1908.) 


In einer friiheren Arbeit*) wurde darauf hingewiesen, dai 
die gleiche Quantitét von Galle verschieden starke himo- 
lytische Effekte hervorruft, je nach der Konzentration der 
Kochsalzlésung, in welcher die Gallensalze zur Lésung gebracht 
werden; die Auflésung der Erythrocyten erfolgt bei héherer 
Salzkonzentration rascher und intensiver. Zur Illustrierung 
dieser Tatsache sei auf die der genannten Arbeit entnommene 
Tabelle I verwiesen. 

Tabelle I. 
Jedes Rohrchen enthalt 0,3 ccm einer */,°/,igen Lésung von 
Natrium taurocholicum Merck und 3 ccm einer 5°/, Rinder- 
blutkérperchen-Suspension. Die Intensitaét der Haimolyse wurde 
mit Fleischls Hamometer gemessen. Abilesung nach 2 Stunden 

Bruttemperatur und 18 Stunden Zimmertemperatur. 





Konzentrierte Destilliertes | Salzgehalt in Pro- 
Kochsalzlésung | Wasser zenten der Gesamt- 
com com fliissigkeit 


Intensitat der 





0,2 0,8 


2,26/, 
0,4 0,6 3,88,, 
0,6 | 0,4 5,51,, 
0,8 0,2 7,14,, 
1,0 ~ 8,77, 








1) Diese Zeitschr, 9, 58, 1908. 
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Fiir diese Erscheinung hatte schon Nolf') eine Erklirung 
zu geben versucht, die von der Ansicht ausging, da8 nur 
nicht dissoziierte Gallensalze in die Erythrocyten einzudringen 
vermégen und daf die das Eindringen hindernde I[onisierung 
durch Zusatz von Metallsalzen vermindert bzw. aufgehoben werde. 

Aus verschiedenen, in der eben genannten Mitteilung er- 
orterten Griinden war ich gendtigt, diese Nolfsche Hypothese 
zu verwerfen, ohne da8 ich damals eine vdllig zureichende 
andere Erklirung an ihre Stelle zu setzen vermochte. Ich 
konnte nur zeigen, daB8 die Beschleunigung und Verstiarkung, 
welche die Gallenhimolyse durch Salzzusatz erfahrt, auch bei 
der durch Gallensalzlésungen hervorgerufenen Klarung triiber 
Lecithinemulsionen stattfindet. 


Weitere Untersuchungen haben nun zu einer, wie mir 
scheint, vollkommen befriedigenden und gleichzeitig interessanten 
Deutung des Salzbeschleunigungsphanomens gefiihrt, iiber welche 
hier berichtet werden soll. 

Die Grundlage fiir jeden Erklairungsversuch der eben be- 
sprochenen Erscheinung mu8 die Annahme bilden, daB die Re- 
aktion zwischen Erythrocytenhiille und Gallensalz durch Salz- 


zusatz im Sinne einer Beschleunigung gedndert werde, da 
mit anderen Worten die Membran des roten Blutkérperchens 
das Cholatmolekiil bei Salzgegenwart begieriger an sich ziehe. 

Da8 der Zusatz bestimmter Substanzen die Diffusion durch 
Membranen (und daher auch die ihr notwendigerweise voraus- 
gehende Adsorption in die Wand) zu andern imstande ist, ist 
ja eine den Biologen gut bekannte Tatsache: so wurde z. B. 
von Fernbach*) und anderen nachgewiesen, da der Zusatz 
der geringsten Mengen von Alkohol zu Hefekulturen voriiber- 
gehenden Austritt von Fermenten aus den Hefezellen veran- 
lasse, welche Fermente gegen Wasser allein nicht diosmieren; 
zu analogen Resultaten fiihrten die Untersuchungen Panta- 
nellis*), der den EinfluB verschiedener Salze und Kolloide auf 

1) P. Nolf, Mecanisme de globulolyse, Annales de |’Inst. Pasteur 
14, 1900. 

2) Fernbach, Annales de I’Inst. Pasteur 4, 672, 1890, zit. nach 
Zangger®*). 

3) Pantanelli, Pressione e tensione delle cellule di lievito, Ren- 
diconti Accad. lincei 14, 720, 1905; 15, 377 u. 587, 1906; zit. nach 


Zangger. 
16* 
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den Durchtritt von Enzymen durch Hefe- und Schimmelpilz- 
membranen studierte. In die Gruppe dieser Erscheinungen reiht 
Zangger') auch die Erfahrungen Hébers*) iiber Anderungen 
der Permeabilitatsverhaltnisse der Erythrocyten nach Kohlen- 
siuredurchleitung durch das Blut. 

Die derzeit fiir diese Erscheinungen allgemein angenom- 
mene Erklarung geht dahin, daf chemische oder strukturelle 
Anderungen’ der Membran fiir die Beeinflussung ihrer Durch- 
lassigkeit von ausschlaggebender Bedeutung seien. 

DaB solche Anderungen der Permeabilitét eines Kolloides 
durch Aufnahme gewisser Substanzen tatsachlich stattfinden 
kénnen, beweisen die Erfahrungen iiber das geanderte Ein- 
dringungsvermégen der einzelnen Bestandteile des Fixierbades 
nach Zusatz von Metalloxyden oder Salzen zur Gelatineschicht 
photographischer Platten. *) 

Dieser Auffassung folgend kénnte man nun auch annehmen, 
da8 durch den héheren Salzgehalt in dem hier diskutierten 
Falle der Gallenhaimolyse eine physikalische oder eine chemische 
Zustandsainderung der Erythrocytenmembrane bewirkt wird, in- 
folge welcher derselbe fiir das in der Salzlésung befindliche 
Cholatmolekiil in héherem Mafe durchgingig werde, bzw. das- 
selbe lebhafter adsorbiere, daB also der Salzzusatz stoffliche 
Anderungen der Hiillschichte der Blutkérperchen bewirke.*) 


1) H. Zangger, Uber Membranen und Membranfunktionen, Er- 
gebnisse d, Physiol. 7, 145, 1908. 

2) R. Héber, Uber Ionenpermeabilitat bei Blutkérperchen. Pfliigers 
Arch. 102, 196, 1904. 

3) Vgl. Lumiére und Seyewetz, Wirkung der Alaun- und Ton- 
erdesalze auf die Gelatine. Zeitschr. f. wiss. Photographie 4, 360, 1906; 
vgl. auch die schénen Untersuchungen von Bechhold und Ziegler, 
Zeitschr. f. physikal. Chem. 56, 105, 1906. 

*) Zugunsten einer solchen Auffassung kénnten besonders die Re- 
sultate von O. Porges und E. Neubauer beziiglich der Zustandsiinde- 
rungen von Lecithin und Cholesterin durch Salze (Wiener klin. Wochenschr. 
1907, Nr. 42, 1285; und ausfiihrlich in dieser Zeitschr. 7, 152, 1908 an- 
gefiihrt werden. Diese Autoren sprechen sich selbst (S. 175) dabin aus, 
da8 es nicht unwahrscheinlich erscheine, daB die Zustandsform des Leci- 
thins in den Zellmembranen durch verhiltnismaBig geringfiigige Ande- 
rungen der Zusammensetzung des umgebenden Mediums Modifikationen 
erleide, die eine verinderte Permeabilitét nach sich ziehe. Aber die 
sprunghaften Anderungen, die solche Lipoidsuspensionen bei steigen- 
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Meine Untersuchungen fiihrten mich aber zu einem wesent- 
lich anderen Erklarungsprinzip der besprochenen Phanomene; 
um spiter zu Erérterndes hier kurz vorwegzunehmen, sei an- 
gedeutet, daB das intensivere Eindringen des Cholates in die 
Lipoidsubstanz der Erythrocyten durch eine Anderung der 
die Osmose treibenden Krafte durch den Salzzusatz erklart 
werden kann, ohne da8B zur Annahme stofflicher Ande- 
rungen der Hiillschicht rekurriert werden muB. 

Zu dieser Erkenntnis leitete das sehr interessante Ergebnis 
von Oberflaichenspannungsbestimmungen'), welche mit reinen 
Salzlésungen verschiedener Konzentration und denselben Salz- 
lésungen nach Zusatz von Gallensalzen ausgefiihrt worden waren. 

Diese Bestimmungen wurden nach der SteighGhenmethode 
unter Anwendung sehr enger Capillaren (behufs Steigerung der 
Empfindlichkeit) ausgefiihrt. Die Ermittlung des spezifischen 
Gewichts der untersuchten Fliissigkeiten wurde mittels Mohr- 
scher Wage vorgenommen. Die Berechnung der GréBe der 
Oberflaichenspannung erfolgte nach der Formel 

| es */,hos, 

in welcher h die Steighdhe der Fliissigkeit, 9 den Radius der 
zur Bestimmung verwendeten Capillare und s das spezifische 
Gewicht der untersuchten Lésung bedeutet. Zur Herstellung 
der Salzlésung diente chemisch reines Chlornatrium (Kahl- 
baum), das zugesetzte Gallensalz war Natrium taurocholic um 
Merck, das in 10°/,iger Lésung verwendet wurde. (0,5 ccm 
zu je 30ccem der Salzlésung.) 

Diese Bestimmungen (s. Tabelle II u. III) ergaben nun zu- 
nachst, daB Gallensalze — wie dies kiirzlich auch J. Traube?”) 


dem Salzgehalt durchmachen, sowie der Durchgang von Null iiber ein 
Maximum zu Null mit einem eventuell wieder darauffolgenden Anstieg, 
stimmen nicht mit dem gleichmaBigen Wachsen der Haimolyse (bzw. 
der Lecithinaufhellung) in meinen Versuchen iiberein, so daB in dieser 
Beziehung die Annahme eines inneren Zusammenhanges zwischen Lecithin- 
ausflockung und Salzbeférderungsphinomen auf Schwierigkeiten stoBt. 

1) Diese Untersuchungen wurden im hiesigen physikalischen Institute 
ausgefiihrt; es obliegt mir, Herrn Prof. Dr. v. Lerch und Herrn Assi- 
stenten Dr. Kofler fiir ihr freundliches Interesse und Entgegenkommen 
ergebenst zu danken. 

2) J. Traube, Uber die Wirkung lipoidléslicher Stoffe auf rote 
Blutkérperchen, diese Zeitschr. 10, 371, 1908. 
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angegeben hatte — die Oberflachenspannung wasseriger Losungen 
ganz betrachtlich herabsetzen. Sehr beachtenswert aber er- 
scheint die Tatsache, daB diese Herabsetzung entsprechend der 
steigenden Kochsalzkonzentration in ganz bedeutender Weise 
zunimmt. 

Dieses Phainomen, das an sich fiir den Physikochemiker 
von Interesse sein diirfte, bildet nun den Ausgangspunkt fiir 
die Erklarung der Erscheinung des Salzbeschleunigungspha- 
nomens der Gallenhimolyse und der Lecithinemulsionsklarung. 

Diese Erklarung fuBt auf einer Reihe interessanter, dem 
Gebiete der physikalischen Chemie angehérender Tatsachen, 


Tabelle II. 
o — 0,214 mm. 





Abnahme der Ober- 
flichenspannung 
Untersuchte Fliissigkeit 


i) 
= 
Ss 
= 
= 
S 
a. 
Q 


Gewicht 


absolut — 


Millimeter | 


| Oberflachen- | 


| Spezifisches 


oa 
c—] 
© |i 
= | 
~1 


Destilliertes Wasser ... . 
Destilliertes Wasser -+- Gal- 
lensalz 
10°/,ige Kochsalzlésung 
10 °/,ige Kochsalzlésung -+- 
Gallensalz 37,9 1,065 4,32 
20°/,ige Kochsalzlésung . . | 64,8 | 1,123 7,79 | 
20°/,ige Kochsalzlésung -+- 
Gallensalz 35,3 | 1,121 | 4,23 J 


30°/,ige Kochsalzlésung . . | 64,0 | 1,174 8,04 
3,79 


g '|Steighdhe in 


20") 


to 


1,66 
1,001 5,34 j 
1,066 7,49 

| 3,17 


& 
~1 >I 


3,56 


30 °/,ige Kochsalzlésung -+- | 47,1°/ 


Gallensalz 33,8 | 1,171 | 4,25 





1) Die Kapillarkonstante ist bekanntlich in hohem Mae von der 
Reinheit der untersuchten Fliissigkeit abhingig. Das hier untersuchte 
und zur Herstellung der Kochsalzliésungen verwendete Wasser wurde 
ohne sonderliche Kautelen einmal aus Leitungswasser abdestilliert und 
noch am selben Tage verwendet. Die fiir die Oberflichenspannung dieses 
destillierten Wassers erhaltene Gré8e kann daher nicht Anspruch auf 
absolute Anerkennung erheben. Dieselbe steht aber immerhin in der 
Mitte zwischen den von Grumnach (Annal. d. Physik 3, 660) fiir destil- 
liertes Wasser und fiir sehr sorgfiltig destilliertes Wasser gefundenen 
Werten. (Vgl. M. Roloff, in Koranyi und Richters Handb. f. physikal. 
Chem. u. Med. 1, 98, Leipzig 1907/1908. 
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Tabelle III. 
0 = 0,231 mm. 





Abnahme der Ober- 
flichenspannung 
Unsersuchte Fliissigkeit 


spannung 


pro- 
zentisch 


absolut 


|| Millimeter 
Spezifisches 


» | Steighdhe in 
| Oberflachen- 


ot 


1,015 


wt 
oo 
~ 


2°/ sige Kochsalzlésung!) . . 


2°/,ige Kochsalzlésung -t- 
Gallensalz 1,015 
4°/,ige Kochsalzlésung. . . 1,028 
4°/,ige Kochsalzlésung 
Gallensalz 1,028 | 2,52 


51,6°/o 
l 
J 

6°/,ige Kochsalzlésung . . . 1,041 5,36 | 


59 0; 
52,8°/, 


6°/,ige Kochsalzlésung 
Rc cw ee 1,041 2,51 
8°/,ige Kochsalzlésung. . . 1,054 5,38 
8°/,ige Kochsalzlésung ; 
Gallensalz ‘eae 1,053 2,08 


53,1°/, 


3,30 61,8 /, 





die, im wesentlichen von W. Gibbs’) entdeckt, durch J. Traube’®) 
eine bedeutende Vertiefung und reichliche Anwendung auf bio- 
logische Probleme erfahren haben. 

Hierher gehért zunichst das heute wohl allgemein an- 
erkannte Gesetz, daB Substanzen, die die Oberflachen- 
spannung ihres Lésungsmittels herabsetzen, in den 
Oberflachen konzentriert werden. Die Giltigkeit dieses 
urspriinglich fiir kolloide Stoffe aufgestellten Salzes wurde durch 
Thompson‘) auch fir krystalloide Substanzen nachgewiesen, 
was fiir den vorliegenden Fall darum wichtig erscheint, 


1) Zur Herstellung dieser Salzlésungen wurde dasselbe destillierte 
Wasser wie im vorhergehenden Versuche (Tabelle II), aber erst nach 
viertagigem Stehen in verschlossener Glasflasche verwendet. Das zu 
diesem Versuche (Tabelle III) beniitzte taurocholsaure Natrium war aus 
dem Merckschen Priparat durch Atherfallung aus Alkohollésung ge- 
nommen worden. 

2) W. Gibbs, On the equilibrium of heterogeneous substances. Trans. 
Connecticut Acad. 3, 1874 bis 1878 108, 343, 380, (zit. nach Zan gger). 

3) J. Traube, Ber. d. Deutsch. chem. Ges, 17, 2294, 1884; Journ. 
f. prakt. Chem. 31, 177, 1887; Annal. d. Chem. u. Pharm. 265, 27; 
Pfliigers Archiv 105, 541 und 559; 128, 419; diese Zeitschr. 10, 371, 
380, 387, 390, 396, 1908. 

*) Thompson, Application of dynamics to Physic and Chemistry 251. 
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weil die Gallensalze nach gewissen eigenen Erfahrungen und 
besonders nach den Untersuchungen von §S. Bondi’) in Wasser 
in Form echter Lésung vorhanden sein diirfte. 

Durch Traube hat dieses Gibbssche Theorem nun fol- 
gende Formulierung erhalten: 

,Je mehr ein Stoff die Oberflachenspannung eines 
Lésungsmittels vermindert, um soleichter wird er aus 
den Lésungen entweichen, um so leichter wird derselbe 
von einer mit der Lésung in Beriihrung befindlichen 
festen oder fliissigen Phase adsorbiert oder gelést.“ 

Es werden sich demnach die Gallensalzmolekiile in 
Blutkérperchenemulsionenum die Erythrocytenherum- 
lagern, und zwar um so rascher und intensiver, je kon- 
zentrierter die als Lésungsmittel beniitzte Kochsalz- 


lésung?®) ist. 

Hierzu kommt noch folgender Umstand: Nach Traubes 
Versuchen ist die Osmose eine Funktion der Differenz der 
Oberflachenspannungen der beiden aneinander grenzenden Fliissig- 
keiten; die Osmose findet in der Richtung von der ge- 
ringeren zur gréBeren Oberflachenspannung statt, 


ihre Geschwindigkeit wachst mit der GréBe der 
Differenz der Oberflachenspannungen.’) 


1) 8. Bondi, Beitrage z:; Chem. der Galle II, Zeitschr. f. physiol. 
Chem. 53, 8, 1907; ob der krystalloide Charakter der Cholatlésungen auch 
bei Salzzusatz erhalten bleibt, scheint mir nicht ganz sicher; hier kénnte 
es sich recht wohl um eine mit wachsendem Salzgehalt zunehmende 
Aggregation der Molekiile zu immer gréBeren Verbinden (Ultramikronen) 
handeln, welche Zusammenballung schlieBlich bei gewissen Salzlésungen 
zur makroskopisch wahrnehmbaren Ausflockung fiihrt; durch ein solches 
Geschehnis kénnte dann auch die zunehmende Beeinflussung der Ober- 
flachenspannung eine Erklarung finden. (Vgl. hierzu die Ausfiihrungen 
iiber den zweiphasischen Zustand der Lésungen hydrophiler Kolloide 
bei Michaelis, Physikal. Chem. d: Kolloide, Koranyi und Richters 
Handbuch, 2, 399, 1908.) 

2) Ubrigens. wirken auch Salze anderer Saéuren und anderer Basen 
qualitativ ebenso; in quantitativer Beziehung haingt die Wirkung so- 
wohl vom Anion als auch vom Kation ab. 

8) Zur gleichen Auffassung beziiglich der Triebkrafte der Osmose 
gelangten auch Battelli undStefanini, Rev. scientif. [5], 4, 705—708, 
743 bis 745; zit. nach Malys Jehresberichten 1905, 104: ahnlich auch die 
Auffassung von Freundlich, Zeitschr. f. physikal. Chem. 57, 385 1907. 
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Demzufolge ist es klar, da8 mit dem stiarkeren Absinken 
der Kapillarkonstante in konzentrierteren Kochsalzlésungen 
auch die Geschwindigkeit des Eintrittes in die Lipoidsubstanzen 
des roten Blutkérperchens wachsen mu8; da nun das Lecithin 
der Erythrocytenmembran durch das eindringende Callensalz 
in einen wasserléslichen Zustand iibergefiihrt wird, kommt es 
zum Austritt des Hamoglobins in die Suspensionsfliissigkeit, 
also zur Hamolyse. 

Zur Erganzung und Priifung der hier auseinandergesetzten 
Auffassung wurdg weiterhin noch untersucht, ob der Verteilungs- 
koeffizient der Gallensalze zwischen lipoider und wiisseriger 
Fiissigkeit durch Erhéhung des Salzgehaltes der letzteren eine 
Anderung erfahre. 

Es war ja zu vermuten, da entsprechend der stiarkeren 
Hiaimolyse in Lésungen mit héherem Salzgehalte auch der Ver- 
teilungskoeffizient in dem Sinne sich andern werde, daB bei 
stirkerer Salzkonzentration auch gréBere Mengen von den 
Cholaten in das Lipoid iibertreten werden. 

Diese Vermutung wurde durch das Resultat eines Ver- 
suches bestitigt, bei dem Gallensalzlésungen mit verschiedenem 
Kochsalzgehalt mit Olivenél geschiittelt wurden und nachher 
die Menge der in der wiasserigen Schichte zuriickgebliebenen 
Cholate bestimmt wurde (vgl. Tabelle IV). 


Tabelle IV. 





Gallensalzgehalt (in g) 


Kochsalzgehalt der ae ea AS 5 
Gallenlésungen vor dem Schiitteln | nach dem Schiitteln 
mit Olivenél mit Olivenél 


0,4135 
0,4293 0,3961 


0,9 °/, | 
15 %/, 
30 /, | 0,3415 





Fiir die Verteilung ist eben nicht allein die Léslichkeit 
bestimmend, sondern — wie dies sehr deutlich zuerst Spiro’) 
ausgesprochen hat — noch ein anderer Faktor, die Loésungs- 
intensitaét (Spiro), der Haftdruck (J. Traube). Dieser 
Faktor ist aber im System Wasser — Gallensalz — Neutral- 
salz eine Funktion des Neutralsalzgehaltes. 


1) K. Spiro, Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 312, 1904. 
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Es sei hier noch darauf hingewiesen, daB in der Gespinnst- 
firberei eine Reihe von Farbstoffen Verwendung findet, deren 
wisserige Lésungen an sich die Gewebe nur sehr wenig fairben 
oder fast ganz ungefairbt lassen und die erst nach Zusatz von 
Salzen (Kochsalz, Glaubersalz, Natriumphosphat) in die Faser 
gut einzudringen vermégen. Witt') erklart diese Erscheinung 
dadurch, daB durch den Salzzusatz die Léslichkeit des Farbstoffes 
im Farbbade vermindert wird, wodurch eine Verschiebung des 
Verteilungskoeffizienten (bzw. Adsorptionskoeffizienten) Farb- 
bad: Faser zugunsten der letzteren bewirkt wird. — Hier- 
her diirfte wohl auch die Tatsache gehéren, daB nach Michaelis 
und Rona*) Adsorptionsverbindungen von Mastix mit Trypsin 


nur bei Salzzusatz (MgSO,) erzielbar sind. Es sei hier auch an 


das eigentiimliche Verhalten gewisser Desinfizientien erinnert, 
auf welches Scheurlen*) hingewiesen hat. Er zeigte, daf 
durch Zusatz von Salzlésungen die Wirkung des Phenols und 
seiner Homologen bedeutend verstarkt werden kann. 

Hier méchte ich auch noch anfiihren, daB die von mir 
beschriebene Verzégerung der Gallenhimolyse durch Lecithin 
und durch Cerebrin*) ebenfalls in der Technik der Faserfarbung 
ein schénes Analogon finden. LEinzelne Farbstoffe besitzen eine 
so enorme Affinitét zu Gespinnstfasern, daB die Farbung bei 
nicht vollig gleichzeitigem Eintauchen aller Partien des zu 
firbenden Materials sehr ungleichmaBig ausfallt. Zu solchen 
Farbbiadern pflegen die Farber Kolloide (lésliche Eiwei8k6rper, 
Tischlerleim u. a. m.) zuzusetzen, wodurch die allzu rasche Tink- 
tion, das sogenannte ,,Anfallen‘‘ des Farbstoffes, vermieden 
wird, ohne daB die Intensitaét der Farbung leidet.®) Ebenso 
wird durch Lecithin und Cerebrin das ,,Anfallen‘‘ des Cholates 
an die Erythrocyten verhindert, ohne da8 die Intensitaét der 
Hamolyse beeintrachtigt wird. 


1) Otto N. Witt, in ,,Enzyklopidie der mikroskopischen Technik“ 
1, 316, 1903. 

2) L. Michaelis und P. Rona, Uber die Léslichkeitsverhiltnisse 
von Albumosen und Fermenten mit Hinblick auf ihre Beziehungen zu 
Lecithin und Mastix, diese Zeitschr. 4, 20, 1907. 

3) Diese Zeitschr. 5, 368, 1907. 

*) Scheurlen, Arch. f, experim. Pathol. u. Pharmakol. 37. 

5) Vgl. Otto N. Witt, l.c. 





Uber die quantitative Bestimmung des Milchzuckers 
mittels ammoniakalischer Kupferlésung. 


Von 
Yoshitaka Shimidzu. 
(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der Universitat Tokio.) 


(Eingegangen am 27. August 1908.) 


Die quantitative Bestimmung des Milchzuckers kann ebenso 
wie die des Traubenzuckers entweder auf gewichtsanalytischem, 
volumetrischem oder optischem Wege avusgefiihrt werden. 

Unter den vielen gewichtsanalytischen Methoden wird das 
Allihn-Soxhletsche Verfahren’) im allgemeinen als die beste 
Methode vorgezogen. Leider ist dieselbe etwas umstindlich 
und zeitraubend. 

Was die volumetrische Methode mittels Fe hlingscher Lésung 
betrifft, so ist die Ausfiihrung der einzelnen Proben zwar ein- 
fach, aber die Feststellung des richtigen Wertes ist nicht so 
leicht. Man soll nach Soxhlet”) am besten mehrere Proben 
systematisch anstellen, indem man fiir ein gegebenes Volum 
der verdiinnten Zuckerlésung verschiedene Mengen Fehlingscher 
Lésung auf einmal zusetzt und darauf genau 6 Minuten lang 
kocht. Es werden mindestens 7 solche Proben angestellt. 
Hieraus wahlt man diejenige aus, welche die genau stimmende 
indreaktion anzeigt. Wie man sieht, ist das Verfahren ziem- 
lich umstandlich. 

Was endlich die optische Methode anbelangt, so bedarf 


1) Allihn-Soxhlet, Chemie der Zuckerarten von v. Lippmann, 
Ill. Aufi., 1904, II. Halbbd., S. 1578; und Milch- und Molkereiprodukte 
von F. Stohmann, 1898, S. 285. 

2) Soxhlet, Milch- und Molkereiprodukte von F. Stohmann, 
1898, S. 290 
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dieselbe geiibter Augen und eines kostspieligen Apparates. So- 
mit ist dieselbe ebenfalls fiir praktischen Zweck nicht geeignet. 

Deshalb kommt gegenwiartig trotz der Umstiandlichkeit das 
Allihn-Soxhletsche gewichtsanalytische Verfahren von den zahl- 
reichen Methoden hauptsiachlich in Anwendung. 

Vor kurzem hat nun T. Kinoshita’) durch die vergleichen- 
den Untersuchungen festgestellt, daB die Titriermethode nach 
Pavy-Kumagawa-Sut0d fiir die Traubenzuckerbestimmung in 
der Genauigkeit mit der Allihnschen Gewichtsanalyse wetteifert, 
in der Leichtigkeit, Schnelligkeit und der Ausfiihrung dieselbe 
jedoch bei weitem iibertrifit. 

Es war deshalb interessant zu priifen, ob sich die ammonia- 
kalische Kupfermethode fiir die Milchzuckerbestimmung mit 
gleichem Erfolge verwenden lieBe, wie es Kinoshita fiir die 
Traubenzuckerbestimmung getan hat. Zu dem Zwecke habe 
ich auf Veranlassung von Herrn Prof. M. Kumagawa und mit 
seiner sowie Prof. K. Sutds Unterstiitzung die nachstehenden 
Untersuchungen angestellt und dabei das Resultat erhalten, da8 
die neue Methode bei geeigneter Modifikation auch fiir die Milch- 
zuckerbestimmung vortreffliche Dienste leistet. 

Bei den volumetrischen Methoden stimmen die Angaben 
iiber die Reduktionskraft des Milchzuckers nicht iiberein. So 
reduzieren nach Soxhlet*) 0,5g Milchzucker in 1°/,iger Lésung 
74 com Fehlingscher Lésung. Demnach verhilt sich die Reduk- 
tionskraft des Milchzuckers zu der des Traubenzuckers wie 
74 zu 100. Pavy*), welcher mit seiner urspriinglichen Ammo- 
niak-Kupferlésung entsprechende Versuche angestellt hat, gibt 
an, daB das obige Verhialtnis etwa 60 zu 100 betrage, und 
bemerkt dazu, daB die Endreaktion sowohl fiir die ammonia- 
kalische Kupferlésung wie fiir die Fehlingsche Lésung bei dem 
Milchzucker weniger scharf ausgepragt sei als bei den anderen 
Zuckerarten. Ich habe bei der direkten Titration ebenso miB- 
liche Erfahrung wie Pavy gemacht. 

In den folgenden Untersuchungen habe ich ausschlieBlich 
Merckschen Milchzucker benutzt, welcher noch einmal um- 


1) Kinoshita, diese Zeitschr. 9, 208, 1908. 

2) Soxhlet, Chemie der Zuckerarten von v. Lippmann, 3. Aufl. 
1904, IT. Halbbd., S. 1578. 

3) Pavy, Physiologie der Kohlenhydrate von Pavy, 1895, 8. 14: 
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kristallisiert wurde und in fein pulverisiertem Zustande vor der Her- 
stellung der Lésung bei 100°C bis zur Gewichtskonstanz getrock- 
net war (C,,H,,0,,-H,O). Hiervon wurden genau 0,2¢g in 
Wasser aufgeléist uud bei 17°C auf 100 ccm aufgefiillt. Im 
folgenden gebe ich die Konzentration mit dem Ausdruck ,,g/di‘ 
(Gramm-Deziliter) nach Sutd*) an. Was die Titration selber 
anbelangt, so bin ich in der ersten Phase genau den Angaben 
von Kumagawa-Sut6*) gefolgt. Von der gesondert aufbe- 
wahrten Kupferlésung*) und der ammoniakalischen Seignette- 
salzlésung wurden fiir jede Probe je 20ccm zusammen in den 
Reduktionskolben gebracht (entsprechend 0,01 g Traubenzucker) 
und bis zum Sieden erhitzt. Hiernach wurde bei kleiner Flamme 
die Zuckerlisung aus der Biirette in einem Tempo von 90 bis 
120 Tropfen in der Minute eingetréufelt. Nach dem Zusatz 
der gewiinschten Menge Zuckerlésung wurde die Zeit des Kochens 
bei allen Proben zum Schlu8 genau noch 6 Minuten inne gehalten. 
Da der Milchzucker auf die ammoniakalische Kupferlisung viel 
langsamer reduzierend wirkt als der Traubenzucker, so war es 
mir nicht méglich, wie beim Traubenzucker fiir jede Probe die 
richtige Endreaktion zu erzielen, weil die unregelmaBige Ver- 
schiebung der Kochdauer die Endreaktion merklich beeintrachtigt. 
Deshalb habe ich in diesem Punkte abweichend vom Kuma- 
gawa-Sutodschen Verfahren ohne Beriicksichtigung der End- 
reaktion systematisch mehrere Proben mit verschiedenem Zucker- 


zusatz, aber mit gleicher Kochdauer, fiir die Beendigung der 


Titration ausprobiert, wie es Soxhlet fiir die Fehlingsche 


1) Suto, Ikwagakujisshu (Japanisch abgefaBtes Praktikum der 
medizinischen Chemie von K. Suto), 2. Aufi., 8. 9. 
2) Kumagawa-Suto, Salkowski- Festschrift, 1904, 211; und 
Kinoshita, diese Zeitschr. 9, 219, 1908. 
3) Die von Kumagawa-Sutid modifizierte Kupferlésung ist fol- 
gende: 
I, Krystallisiertes Kupfersulfat ..........2.. . . 4, 278g, 
mit Aq. dest. aufgefiillt zu... bee Sea Oe 
Il. Weinsaures Kali-Natron (Sei come a . ey 
Atzkali omy 
konzentrierte Ammoniaklésung (open. ‘Gew. | 0 ,880) .. . - 300ccm, 
alles zusammen mit Aq. dest. aufgefiillt zu . 1 Liter. 
Fiir jede Probe nimmt man je 20ccm der beiden Lésungen; die- 
selben miissen stets getrennt aufbewahrt werden. 
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Lésung empfohlen hat. Die Resultate sind in der folgenden 
Tabelle verzeichnet. 
0,2 g/dl Milchzuckerlésung. 


Verbrauch der Zucker- 
lésung in ccm 





Endreaktion 


Versuchsnummer 
8,0 noch nicht erreicht 
10,0 schon iiberschritten 
9,0 - °° 

8,5 noch nicht erreicht 
8,7 a = * 
8,9 schon iiberschritten 


8,8 noch nicht erreicht 
8,85 genau erreicht. 








Somit wurden 40 com ammoniakalischer Kupferlésung durch 
8,85 ccm 0,2 g/dliger Milchzuckerlésung gerade genau reduziert. 
Demnach entsprechen 40 ccm Pavy-Kumagawa-Sutodscher 
Kupferlésung 0,0177 g Milchzucker gegeniiber 0,01 g Trauben- 
zucker. Hieraus berechnet sich, daB die Reduktionskraft des 
Milchzuckers zu der des Traubenzuckers sich wie 56,5 zu 100 
verhalt. 

Wie Pavy angibt, tritt die Endreaktion bei dem Milch- 
zucker nicht scharf ein. Vor dem vollstindigen Verschwinden 
der blauen Farbe tritt haufig schon ein gelber Strich auf. Bei 
etwas starker Erhitzung oder bei zu langer Kochdauer ent- 
weicht das Ammoniak zu reichlich, und infolgedessen tritt eine 
Ausscheidung des Kupferoxydulhydrates ein, was die End- 
reaktion wesentlich beeintrichtigt. 

Da also die direkte Titrierung des Milchzuckers mittels 
ammoniakalischer Kupferlésung erst auf miihsamem Wege zum 
Ziele fihrt, so ist dieses Verfahren wegen der Umstiand- 
lichkeit und vieler stérenden Nebenumstinde fiir praktische 
Zwecke nicht verwertbar. 


Indirekte Titrierung des Milchzuckers mittels ammoniakalischer 
Kupferlésung nach vorangegangener Inversion. 


Bekanntlich stellt der Milchzucker nach der Inversion ein 
Gemenge von gleichen Teilen d-Glucose und d-Galactose dar. 
Deshalb muB die Reduktionskraft des Milchzuckers nach der 
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Inversion die Halfte der Summe der beiden Reduktionskriafte 
von d-Glucose und d-Galactose betragen. Es war darum 
notig, vorerst das Reduktionsvermégen der d-Galactose genau 
zu ermitteln. Zu dem Zweck habe ich folgende Versuche an- 
gestellt. 

Die d-Galactose von Merck wurde durch Umkrystalli- 
sation aus Methylalkohol gereinigt und vor dem Gebrauche 
bei 100° C auf konstantes Gewicht gebracht. Die Titrierung 
wurde mit 0,1 g/dliger Lésung genau nach der Vorschrift von 
Kumagawa-Sut0d ausgefiihrt. Die Endreaktion trat ebenso 
scharf und glatt wie bei Glucose ein. 

Die Ergebnisse der Versuche sind, wie folgt: 


0,1 g/dl d-Galactoselésung. 





Verbrauch der Zucker- Verbrauchte Zucker- 
lésung in ccm menge in g 


Versuchsnummer 





11,78 0,01178 
11,80 0,01180 
11,79 0,01179 
11,79 0,01179 


Durchschnitt 11,79 0,01179 














Demnach werden 40 com Kupferlésung genau durch 0,01179 g 
d-Galactose reduziert. Die nétige Menge des invertierten Milch- 
zuckers fiir eine Pavy-Kumagava-Sutische Probe berechnet 
sich somit zu 

0,01 + 0,01179 __ 4 oroggs, 
2 

Es miissen also 0,010895 g Milchzucker nach der Inversion 
40 ccm ammoniakalischer Kupferlésung eben vollstindig redu- 
zieren. Mit dieser theoretischen Berechnung stimmen die fol- 
genden Untersuchungen in der Tat genau iberein. 

Fiir die Titrierung wurden je 0,5g reiner getrockneter 
d-Galactose und d-Glucose von Merck im | Liter Wasser auf- 
gelost. 

Die Resultate der Titration sind wie folgt: 
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0,1 g/di Zuckerlésung ('/, d-Glucose +- */, d-Galactose). 
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Versuchsnummer 


1 


3 


Verbrauch der Zucker- 
lésung in ccm 


10,88 
10,90 
10,91 


Verbrauchte Zucker- 
menge in g 


0,01088 
0,01090 
0,01091 





Durchschnitt 


10,897 








0,010897 


Berechnet 
Gefunden 


0,010895 g 
0,010897 g 

Die Endreaktion trat dabei sehr scharf auf. 

Nach diesen Ergebnissen lieB sich vermuten, daB die 
Pavy-Kumagawa-Sutiscke Methode auch fiir die Milch- 
zuckerbestimmung eine praktische Verwendung gestatten wiirde, 
falls die vorangehende Inversion einfach und glatt erfolgt. 

Ehe ich zur eigentlichen Inversion des Milchzuckers schreite, 
schicke ich hier zunachst einige Bemerkungen iiber das Verhalten 
dieses Zuckers gegen anorganische Séuren beim Erwarmen voraus. 

Hieriiber sagt Ost") folgendes: ,,.Wenn man 1 g Zucker 
mit 0,5 g Salzsiure in 80 bis 85 com Wasser 5 Stunden lang 
erhitzt, so wird jener merklich angegriffen, Galactose starker als 
Glucose.‘ Um dieses Verhalten zu priifen, habe ich fiir unseren 
Zweck in etwas abgeanderter Form folgende Versuche angestellt. 

0,1 g d-Glucose und 0,1 g d-Galactose wurden zusammen 
in 100 ccm 10°/,iger Schwefelsiure aufgelést, */, Stunde lang 
auf dem Wasserdampfbade erhitzt (auf dem kochenden Wasser- 
bade mit Glasglocke bedeckt*) und nach dem Erkalten mit 
Natronlauge gerade neutralisiert. Die Lésung wurde alsdann 
mit Wasser genau zu 200 ccm aufgefiillt. 

0,1 g/dl Zuckerlésung ('/, Glucose -+- */, Galactose) 


mit Saure behandelt. 





Versuchsnummer 


1 


9 
“ 


Verbrauch der Zucker- 
lésung in ccm 
10,90 
10,90 


Verbrauchte Zucker- 
menge in g 


0,01090 
0,01090 





Durchschnitt 





10,90 





0,01090 


ma 1) Ost ‘ Fresenius-Zeitschr. f. anal. Chem. 29, 685. 
2) Kumagawa-Sutois einfaches Dampfbad,diese Zeitschr.8,264,1908, 
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Demnach ist sowohl d-Glucose als d-Galactose gegen 
10°/,ige Schwefelsiéure bei halbstiindigem Erhitzen vollkommen 
resistent. 

Zur Ubersicht werden die gefundenen Hauptergebnisse hier 
in einer Tabelle zusammengestellt. 





Verbrauch Verbrauchte 
Zuckerarten der Zuckerlésung Zuckermenge 
(0,1 g/dl) in com in g 


d-Glucose 10,00 0,01000 
d- Galactose 11,79 0,01179 
1/, d-Glucose -+-1/, d-Galactose 
M/s ad berechnet 10,895 0,010895 
IP ia gefunden 10,897 0,010897 
1/5 - mit H,SO, erhitzt 10,900 0,010900 








Demnach entspricht die Reduktionskraft von 0,0109 g 
eines Gemenges gleicher Teile von d-Glucose und d-Galactose 
genau 40 ccm der Pavy-Kumagawa-Sutoschen Kupferlésung. 


Inversion des Milchzuckers. 


Wie gesagt, setzt die richtige Titration des Milchzuckers 
mittels ammoniakalischer Kupferlésung eine einfache und glatte 
Inversion voraus. Deshalb habe ich im folgenden die Inver- 
sion des Milchzuckers mit Saéuren etwas eingehender gepriift. 

Nach Ost') verliuft die Spaltung des Milchzuckers am 
glattesten, wenn man einen Teil Milchzucker mit 4 Teilen 
2°/,iger Schwefelsiure 6 Stunden oder mit 10 Teilen ebenso 
starker Siure 4 Stunden auf dem Wasserbade kocht. Der 
letzteren Angabe von Ost folgend, habe ich 1,0 g Milchzucker 
in 10ccm 2°/, iger Schwefelsiure 4 Stunden lang gekocht. Die 
Fliissigkeit farbte sich dabei stark. Nach der Neutralisation 
mit Natronlauge wurde sie mit Wasser auf | Liter aufgefiillt 
und nach Pavy-Kumagawa-Sut06 titriert. 

Die Resultate sind: 


1) Ost, Zeitschr. f. anal. Chem. 29, 651 u. 657; und Chemie 
der Zuckerarten von v. Lippmann, 3. Aufl. 1904, II. Halbbd., S. 1550. 


Biochemische Zeitschrift Band 13. 17 
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Versuchsnummer Verbrauch der Zuckerlésung 
(0,1 g/dl) 
1 10,92 ccm 
2 10,94 ,, 
3 10,93 ,, 





Durchschnitt 10,93 com 


0,0109 >< 100 


also: 10,93 


— 0,09973 g/dl. 


Demnach war die Inversion vollstaéndig und kein merk- 
licher Verlust zu konstatieren. 

Ost*) giebt ferner an, daB der Milchzucker die héchste Re- 
duktionskraft anzeigt, wenn 1,0 g Milchzucker mit 0,5 g Salz- 
siure in 80 bis 85 com Wasser 5 bis 7 Stunden gekocht werden. 
Hierzu habe ich 1,0 g Milchzucker in 85 ccm 0,6°/,iger Salz- 
siure 5 Stunden gekocht. Dabei war die Fliissigkeit fast farb- 
los. Nach der Neutralisation wurde die Fliissigkeit auf 1 Liter 
aufgefiillt und nach Pavy-Kumagawa-Suto6 titriert. 

Die Ergebnisse sind, wie folgt: 


Versuchsnummer Verbrauch der Zuckerlésung 
(0,1 g/dl) 
1 10,94 com 
2 10,94 ,, 





Durchschnitt 10,94 ccm 


0,0109 >< 100 


10,04 9109968 g/dl. 


Demnach war die Inversion hier ebenso vollstandig wie 
vorher. 


Somit sind die Ostschen Angaben von mir vollstandig be- 
stétigt worden. Nach Ost sind indessen fiir jede Inversion 
mindestens 4 Stunden erforderlich. Um die Zeit der Inversion 
méglichst abzukiirzen, habe ich folgende Versuche mit verschie- 
denen Konzentrationen der Séure und viel verdiinnterer Zucker- 


1) Ost, Lo. 
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lésung ausprobiert. Nach der Abstumpfung der Saure mittels 
Natronlauge bis zu ganz schwach saurer Reaktion wurde der 
urspriingliche Zuckergehalt mit Wasser genau zu 0,1 g/dl ver- 
diinnt und nach Pavy-Kumagawa-Suto6 titriert. 

Die Resultate der Untersuchungen sind in den nachstehen- 
den Tabellen zusammengestellt, indem die Intensitét der Ver- 
farbung nach der Inversion mit Zeichen +--+--+- (stark), +-+- 
(mittelstark), —- (schwach) und — (keine Farbenverinderung) 
bezeichnet wurde. 











I. Inversion mit 2°/, H,SO,. 























fh te Benin s Gelb- a Gefundener 
3 FE (g) in 10 i $= farbung "en Zuckergehalt| Fehler 
65 2°/, HySO, Sc nach (0,1 g/dl) der Lésung | in °/, 
al i Inversion in ccm in g/dl 
1!) 10,0 4 +t 10,93 0,09973 — 0,27 
2 0,5 2 —_ 10,93 0,09973 — 0,27 
0,5 1/, - 12,30 0,08862 | —11,38 





























Demnach sind mit 2°/,iger Schwefelsiure fiir die voll- 
standige Inversion 2 Stunden erforderlich. 







II. Inversion mit 5°/, H,SO,. 




















e . o. Ib- Verbrauch | Gefund 
ie 4 & |Zuckermenge| 2-3 : ; der Zucker- |, -).. 4.4 Fehler 
Ff og ; > | farbung * Zuckergehalt e 
fe 3 g |(g) in 100 com) 52 Jésun E 
4 55150). H.SO,| 8.4 nach (0,1 g/dl) | der Lésung | jn 9/, 
4 on "134° [Inversion] in com in g/dl 
l 2,0 2 ae 10,88 0,10018 + 0,18 
2 1,0 1 _— 10,90 0,10090 0 
3 0,5 1/, - 11,47 0,09503 | —4,97 































Die Inversion mit 5°/,iger Schwefelsiure ist nach 1 bis 
2stiindiger Kochdauer zwar schon vollendet, aber bei */, stiin- 
digem Kochen unvollstandig. 





Seti hess 2 









1) Versuch 1 ist die schon oben angegebene Inversion nach Ostscher 
Angabe. 






i7? 
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III. Inversion mit 10°/, H,SO,. 





Gelb- Verbrauch | Gefundener 
firbung me See: Zuckergehalt| Fehler 

nach (0,1 7 al) der Lésung |} jn o/, 
Inversion in ccm in g/dl 


Zuckermenge 
(g) in 100 com 
10°/, H,SO, 


Versuchs- 
|| Kochdauer 
|| in Std. 


2,0 het 10,95 0,09954 
1,0 - 4s 10,95 0,09954 
1,0 10,90 0,10000 
1,0 10,93 0,09973 
0,5 ‘ — 10,88 0,10018 
0,5 11,13 0,09793 
0,25 ate. 10,98 0,09927 
0,25 10,88 0,10018 
0,25 10,88 0,10018 
0,25 11,05 0,09864 




















Die Inversion mit 10°/,iger Schwefelsiure gibt bei der 
Konzentration des Zuckers von 1,0 bis 0,25 g/dl in der Koch- 
dauer von 1 bis */, Stunde das beste Resultat. Indes ist 
eine Kochdauer von nur */, Stunde fiir die vollstindige Inver- 
sion nicht ausreichend. 


IV. Inversion mit 15°/, H,SO,. 





Gelb- | Verbrauch | Gefundener 
firbung a Zuckergehalt Fehler 
nach (0,1 g/dl) | der Lésung} jn 9, 


Inversion in ccm (in g/dl) 


Zuckermenge 
(g) in 100 com 
15 °/, H,SO, 


in Std. 


Versuchs- 
Nummer 
Kochdauer 


1,0 

0,25 
0,25 
0,25 


44 11,03 0,09882 | —1,18 

m 10,99 0,09918 | —0,82 
10,93 0,09973 | —0,27 
11,03 0,09882 | —1,18 


= 
~~ —_— 
i) 


— 
iene 
wo 
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Bei der einstiindigen Kochdauer mit 15°/,iger Schwefel- 
siure ist die Zersetzung des Zuckers schon etwas merklich. 
Bei */, stiindiger Kochdauer ist die Inversion indessen noch un- 
volistandig. 

Wie die Ergebnisse der Tabellen I bis IV zeigen, wurden 
abweichend von Ost folgende Tatsachen gefunden: 

1. Die Kochdauer fiir die vollstindige Inversion des Milch- 
zuckers kann bedeutend abgekiirzt werden, wenn man eine 
etwas stirkere Konzentration der Saéure als nach den Ost- 
schen Angaben verwendet. 

2. Fiir die verdiinnte Lésung ist die Zersetzung des Milch- 
zuckers bei der Inversion mit starkerer Saure nicht zu befiirchten, 
wenn die Kochdauer kurz ist, dagegen wirkt selbst ganz schwache 
Saéure auf den Milchzucker starker zersetzend ein, wenn die 
Kochdauer lang ist. 

3. Ganz glatt und vollstandig ohne jede Zersetzung verlauft 
die Inversion des Milchzuckers, wenn 1,0 bis 0,25 g Milchzucker 
mit 100 ccm 10°/, iger Schwefelsiure */, bis 1 Stunde im Dampf- 
bade erhitzt werden. 


Inversion mit Salzsaure. 


Die bisherigen Untersuchungen wurden nur mit Schwefel- 
siure ausgefiihrt. Bekanntlich ist die invertierende Fahigkeit 
der Sauren eine spezifische Wirkung der Wasserstoffionen. Dem- 
gemaB ist es zu erwarten, daf jede Saure eine gleiche Inversions- 
geschwindigkeit besitzt, wenn sie elektrolytisch gleich stark 
dissoziert ist, d. h., wenn die Konzentration der Wasserstoff- 
ionen die gleiche ist. 


Nach physikalisch-chemischen Untersuchungen ist die Kon- 
zentration der Wasserstoffionen der verdiinnten Schwefelsiure 
annaihernd halb so gro8 wie die einer gleichprozentigen Salz- 
saure. 

Unter dieser Annahme stellte ich analoge Untersuchungen 
mit Salzsiure an. Die Ergebnisse derselben sind im folgenden 
tabellarisch verzeichnet. Zum Vergleiche sind die entsprechen- 
den Resultate der Schwefelsiureinversionen mit in der Tabelle 
aufgefiihrt worden. 
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Inversion mit HCl. 





Zuckermenge|Koch-} Verbrauch | Gefundener 


. ; der , 
(zg) in dauer Sacheifoune Zuckergehalt 


Konzentration 
der Saure 
. / 
in °/, 


100 cem in (0,1 g/dl) der Lésung 
der Saure Std. in com 


Versuchs 
Nummer 


HCl 0,5 2 10,95 
H,SO, 0,5 10,93 0,09973 
HCl 0,5 | 13,10 0,08321 
H,SO, 0,5 P 12,30 0,08862 
5 HCl 1,0 10,90 0,10000 
H,S0, 1,0 10,90 0,10000 
HCl 0,5 /s 11,35 0,09604 
H.S0, 0,5 ' 11,47 0,09503 
HCl 1,0 10,93 0,09973 
H,SO, 1,0 10,90 0,10000 
HCl 1,0 10,93 0,09973 
H,SO, 1,0 \ 10,93 0,09973 
HCl 0,25 \ 10,90 0,10000 
H,SO, 0,25 le 10,88 0,10018 
{ 7,5 HCl 1,0 11,40 0,09561 
5 H,S0, 1,0 11,03 0,09882 
{ 7,5 HCl 0,25 | 10,94 0,09963 
U5 H,SO, 0,25 10,93 0,09973 


ee eee eee 

— _— — 

oa ouocr an on NOK Ne 
Or or 

















Es ist beachtenswert, wie genau die invertierende Wirkung 
der Saiuren der Konzentration der Wasserstoffionen entspricht. 

Demnach steht es fest, daS man den Milchzucker mit 
5°/,iger Salzsiure ebenso glatt und vollkommen invertieren 
kann wie mit 10°/,iger Schwefelsiure. Mit der Salzsiure geht 
die Inversion des Milchzuckers am leichtesten und schnellsten 
vor sich, wenn man 1,0 bis 0,25 g Milchzucker mit 100 ccm 
5°/,iger Salzsiure '/, bis 1 Stunde im Dampfbade erhitzt. 

Aus den obigen Untersuchungen geht hervor, daB sich der 
Milchzucker nach der Inversion mittels ammoniakalischer Kupfer- 
lésung ebenso einfach und exakt bestimmen lat wie der 
Traubenzucker selbst, und ferner, daB eine vollstandige Inversion 
des Milchzuckers mit 10°/,iger Schwefelsiure oder 5°/, iger Salz- 
Salzsiure innerhalb von'/, bis 1 Stunde ohne die geringste 
Zersetzung erfolgt. 
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Milechzuckerbestimmung in der Milch nach der neuen 
Inversionsmethode, 


Die Methode der quantitativen Bestimmung des Milch- 
zuckers hat selbstverstindlich erst dann praktischen Wert, wenn 
dieselbe mit gleichem Erfolge auf die Milch selbst angewendet 
werden kann. Es schien uns von vornherein sehr wahrschein- 
lich, daB die oben beschriebene Inversionsmethode fiir die Milch 
ebenfalls richtige Resultate ergeben wiirde. Wegen der grofen 
praktischen Bedeutung habe ich auch diese Frage experimentell 
gepriift. Fiir die Milch ist, wie ersichtlich, eine kleine Vor- 
operation unerliBlich. Dieselbe besteht namlich in einer voll- 
stindigen Entfernung von Eiweif und Fett. Hierzu hat man das 
vorziigliche Verfahren von Ritthausen-Soxhlet'), welches fiir 
Milchanalyse iiberall eingefiihrt ist. Wenn man bei der Ent- 
eiweiBung darauf besondere Aufmerksamkeit richtet, daB das 
zur Fallung des EiweiBes verwendete Kupfersalz durch genaue 
Neutralisation vollstandig entfernt wird, so laBt sich der Milch- 
zucker im Filtrate mittels unserer Inversionsmethode ebenso 
leicht und genau bestimmen wie in einer reinen Zuckerlésung. 
Das Verfahren von Ritthausen-Soxhlet zur EnteiweiBung 
der Milch eignet sich besonders fiir die Fille, wo man Milch- 
zuckerbestimmungen in einer ganzen Anzahl von Milcharten 
auszufiihren hat. 

Als das zweite Verfahren der EnteiweiBung der Milch emp- 
fehle ich ganz besonders dasjenige von K. Sutd?), welches sich 
ohne jede Vorbereitung sogleich ausfiihren la8t. Da dasselbe 
bis jetzt nur in japanischer Sprache beschrieben worden ist, so 
fiihre ich hier das Sutdsche Verfahren mit Zustimmung des 
Verfassers an: 

10 com Milch werden in einem MeSkolben von 100 ccm 
mit 70 bis 80ccm Wasser verdiinnt. Darauf wird 0,4 bis 0,6 ccm 
36°/, iger Essigsiure (1,048 D)*) hinzugefiigt, leicht umgeriihrt, 

1) Ritthausen-Soxhlet, Zeitsehr. f. anal. Chem. 20, 436; Analyse 
der Milch von E. Pfeiffer, 1887, S.26; und Chemie der Zuckerarten 
von v. Lippmann, 3. Aufl., II. Halbbd., S. 1579. 

2) Suto, Ikwagakujisshu, 2. Aufl., S. 438. 

3) Der Zusatz der Essigsiure bezweckt eine vollatandige Fallung 
des Caseins mitsamt dem Fette. Zu dem Zwecke muB die Menge der 
Essigsiure je nach den Milcharten etwas variiert werden. 
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mit Wasser bis zur Marke aufgefiillt, gut gemischt und der 
Caseinniederschlag abfiltriert. Von dem Filtrate werden 50 ccm 
mit 10 bis 15 ccm gesattigter Kochsalzlésung versetzt und im 
Dampfbad gekocht. Nach dem Erkalten wird die Fliissigkeit 
mitsamt dem Niederschlage von Albumin und Globulin im 
MeBkolben auf 100ccm aufgefiillt und abfiltriert. Das Filtrat 
dient zur Inversion. Die Milch ist somit aufs 20fache ver- 
diinnt.“ 

Im folgenden fiihre ich einige vergleichende Zucker- 
bestimmungen an, welche von ein und derselben Milch nach 
der EnteiweiBung einerseits nach der Allihn-Soxhletschen 
Methode gewichtsanalytisch, andererseits nach unserem Inversions- 
verfahren titrimetrisch ausgefiihrt worden sind. Die Kuhmilch 
wurde vor jeder Messung gut durchgeschiittelt. 


Versuch I. 


25 ccm Milch wurden zur EiweiBfallung nach Ritthausen- 
Soxhlet behandelt und auf 500ccm aufgefiillt. 


A. 100ccm des Filtrates wurden der Allihn-Soxhletschen 
Gewichtsanalyse unterworfen. Die gefundene Kupfermenge 
betrug 335,5 mg, entsprechend 252,1 mg = 0,2521 g Milch- 
zucker (nach der Tabelle von Soxhlet-Wein). 

Da die Milch aufs 20fache verdiinnt ist, so betragt der 
Milchzuckergehalt der Milch 0,2521 >< 20 = 5,04 g/dl. 


. 50cem obigen Filtrates wurden mit 3,4com 94°/, iger 
Schwefelsiure (1,84 D) versetzt, damit der Sauregehalt 
10 °/, ig wird, und */, Stunde im Dampfbade erhitzt. Nach 
dem Erkalten wurde die Fliissigkeit mit 27 com 15°/, iger 
Natronlauge bis zu ganz schwach saurer Reaktion neutrali- 
siert und bei Zimmertemperatur auf 100ccm aufgefiillt. 
Hierauf wurde der Zuckergehalt nach Pavy-Ku magawa- 
Suto titriert. Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,63 ccm. 
Demnach betriagt der Milchzuckergehalt des Filtrates nach 
der Inversion 

0,0109 >< 100 
~ 8,63 


und somit derjenige der Milch 0,1263 >< 40 = 5,05 g/dl. 


= 0,1263 g/dl, 
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Versuch II. 


EnteiweiBung nach Ritthausen-Soxhlet wie bei Ver- 
such I. 
A. Nach Allihn-Soxhlet gewichtsanalytisch bestimmt wie 
bei Versuch I. A. 

Die gefundene Kupfermenge betrug 333,8 mg, ent- 
sprechend 250,6 mg = 0,2506 g Zucker. Demnach betrigt 
der Milchzuckergehalt der Milch 0,2506 >< 20 = 5,01 g/dl. 

B. Inversion und Titration wie bei Versuch I. B. 

Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,65ccm. Dem- 

nach betragt der Zuckergehalt der Milch 
0,0109 >< 100 >< 40 


= § l. 
8.65 5,04 g/d 


Versuch III. 
EnteiweiBung nach Ritthausen-Soxhlet wie bei Ver- 
such I, 
A. Gewichtsanalytisch nicht bestimmt. 
B. Inversion und Titration wie bei Versuch I. B. 
Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,63ccm. Dem- 
nach betrigt der Zuckergehalt der Milch 
0,0109 >< 100 >< 40 


8,63 == 5,05 g/dl. 


RE CA a aye a dt eB aS 


Versuch IV. 


20 ccm derselben Milch wurden nach Suto enteiweiBt. 
A. Nach Allihn-Soxhlet gewichtsanalytisch bestimmt wie 
bei Versuch I. A. 

Die gefundene Kupfermenge betrug 336,0 mg, entspre- 
chend 252,5 mg = 0,2525g Zucker. Demnach betragt der 
Zuckergehalt der Milch 

0,2525 >< 20 = 5,05 g/dl. 


B. Inversion und Titration wie bei Versuch I. B. 


27 2 tall AOD 


ah 
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Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,63ccem. Dem- 


nach betragt der Zuckergehalt der Milch 


0,0109 >< 100 >< 40 


= 05 " 
8.63 5,05 g/dl 


Versuch V. 


Nach Sut6d entweiBt wie bei Versuch IV. 


. Gewichtsanalytisch nicht bestimmt. 


B. Inversion und Titration wie bei Versuch I. B. 


Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,62ccm. Dem- 
nach betrigt der Zuckergehalt der Milch 


0,0109 >< 100 >< 40 


8 62 5,06 g/dl. 
,62 


Versuch VI. 


Nach Suto enteiweiBt wie bei Versuch IV. 


. Gewichtsanalytisch nicht bestimmt. 


. 50 ccm des Filtrates wurden mit 6,9 ccm 36°/,iger Salz- 
siure (1,18D) versetzt, damit der Saiuregrad 5°/, ig wird. 


Hierauf wurde die Fliissigkeit 30 Minuten lang im Dampf- 
bade erhitzt, dann mit 18 com 15°/,iger Natronlauge bis 
zu ganz schwach saurer Reaktion neutralisiert. Nach der 
Auffiillung auf 100 ccm wurde die Lésung nach Pavy- 
Kumagawa-Sut6 titriert. 
Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,62 ccm. Dem- 
nach betragt der Zuckergehalt der Milch 
0,0109 < ~< 40 — 5,06 g/dl. 


Versuch VII. 


Nach Sutd enteiweiBt wie bei Versuch IV. 
. Gewichtsanalytisch nicht bestimmt. 
. Inversion und Titration wie bei Versuch VI. B. 
Zur Endreaktion wurden verbraucht 8,65 ccm. Dem- 
nach betragt der Zuckergehalt der Milch 
0,0109 >< 100 >< 40 


— — 5,04 gd/l. 
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Tabellarische Ubersicht der Versuche I bis VII. 





Versuchs- Art der Art der Sauren Gofundener Zuckergehalt (g/d!) 


, rhe’ ; nach 
Nummer | EnteiweiBung | zur Inversion 


Allihn-Soxhlet |Inversionsmethode 


Ritthausen- 
Soxhlet H,SO, (10 °),) 5,04 5,05 


mm 5,01 5,04 


os te _ 5,05 
Suto - as 0: 5,05 


af. WO lO 


” ” 5,06 
HCl (5°),) 5,06 
” ” = 5,04 


sm 














Die Resultate der Inversionsmethode decken sich mit denen 
der Allihn-Soxhletschen ziemlich gut. Die letztere zeigt 
nach allerdings einer etwas kleinen Zahl von Untersuchungen 
zwischen Maximum und Minimum eine Differenz von beinahe 
1°/,- Die Resultate der Inversionsmethode fiir sich stimmen 
dagegen so genau iiberein, da$ man fiir die analytische Methode 
nicht mehr verlangen kann. Die Inversionsmethode laBt sich 
ferner ungleich leichter und schneller ausfiihren als die Gewichts- 
analyse. Ein groBer Vorteil der neuen Methode ist auBerdem 
noch der Umstand, da8 man hier nach der Feststellung der 
Reduktionswerte die Zuckermenge ganz einfach berechnen kann, 
wahrend man bei der Gewichtsanalyse stets der Soxhlet- 
Weinschen Tabelle bedarf. 


Kurze Beschreibung der neuen Inversionsmethode. 


25 ccm resp. 10 cem Kuhmilch werden entweder nach Ritt- 
hausen-Soxhlet oder nach Sutd enteiweiBt. 50 ccm des 
Filtrates der bei der EnteiweiBung aufs 20 fache verdiinnten Milch 
werden entweder mit 3,4 ccm 94°/,iger Schwefelsiure (1,84 D) 
oder mit 6,9 ccm 36°/,iger Salzsiure (1,18 D) versetzt, damit 
der Sauregehalt fiir Schwefelsiure 10°/,ig, fiir Salzsiure 5°/,ig 
wird. Die so angesauerte Fliissigkeit wird in einem Becher- 
glas im Dampfbade '/, bis] Stunde gekocht. Nach dem Ab- 
kiihlen wird sie bei der Schwefelsiure mit 27 ccm, bei der Salz- 
siure mit 18ccm 15°/,iger Natronlauge (1,17 D) bis zu ganz 
schwach saurer Reaktion neutralisiert und bei Zimmertemperatur 
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im MeBkolben mit Wasser auf 100ccm aufgefillt. Dann wird 
der Zuckergehalt nach Pavy-Kumagawa-Sut0 titriert. Aus 
der verbrauchten Menge bis zur Endreaktion berechnet man 
den Milchzuckergehalt der Milch nach der folgenden Formel: 
0,0109 >< 100 >< 40 
V 
V = Verbrauchte Menge des verdiinnten Milchfiltrates bis 
zur Endreaktion. 
M = Milchzuckergesalt der Milch in g/dl. 


== M 


Zusammenfassung. 


1. Die Reduktionskraft des Milchzuckers schwankt bei der 
direkten Titration je nach den Methoden ganz bedeutend. So 
verhalt sich dieselbe zu der des Traubenzuckers bei der Titra- 
tion mit Fehlingscher Lésung nach Soxhlet wie 74:100, bei 
der Titration mit der urspriinglichen Pavyschen Ammoniak- 
Kupferlésung nach Pavy wie 60:100, und bei der Titration 
mit der von Kumagawa-Sutd modifizierten Pavyschen 
Lésung nach meinen Angaben wie 56,5:100. 

Zur Erzielung der Endreaktion miissen ferner bei allen 
genannten Methoden mehrere Titrationen systematisch ausprobiert 
werden. Aus diesen Griinden sind die Methoden der direkten 
Titration des Milchzuckers ganz minderwertig. Dagegen labt 
sich der Milchzucker nach der Inversion ebenso glatt und exakt 
titrieren wie der Traubenzucker. 

2. 0,01179 g reiner d-Galactose und ebenso 0,0109 g eines 
Gemenges gleicher Teile von d-Glucose und d-Galactose haben 
fir die Pavy-Kumagawa-Sutoische Kupferlésung genau 
dieselbe Reduktionskraft wie 0,01 g reine d-Glucose. Demnach 
verhalt sich die Reduktionskraft von d-Galactose zu der von 
d-Glucose wie 84,8:100, und die des Gemenges von d-Glucose 
und d-Galactose nach gleichen Teilen zu der von d-Glucose wie 
91,7: 100. 

Da die Reduktionskraft des Milchzuckers (C,,H,,0,, .H,O) 
nach der Inversion ebenfalls genau das letzte Verhialtnis bei- 
behalt, so stellte ich fiir die Titration mittels ammoniakalischer 
Kupferlésung nach Pavy-Kumagawa-Sut0d fest, daB 0,0109 g 
Milchzucker 0,01 g Traubenzucker entsprechen. 
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3. Wenn ein Gemenge von 0,1 g d-Glucose und 0,1 g 
d-Galactose in 100 ccm 10°/, iger Schwefelsiure */, bis 1 Stunde 
im Dampfbade (100°C) erhitzt wird, so bleibt der Zucker voll- 
kommen intakt. Weder die Farbe noch die Reduktionskraft 
der Fliissigkeit wird hierdurch geandert. 

4. Nach Ost hat man allgemein angenommen, daB die 
vollstandige Inversion des Milchzuckers durch Siaurekochung 
mindestens 4 Stunden erfordert. Hiergegen ist von mir fest- 
gestellt worden, da8 der Milchzucker bei einer Kochdauer von 
1/, bis 1 Stunde ohne jede Zersetzung vollkommen invertiert 
werden kann, wenn man 1,0 bis 0,25 g Milchzucker mit 100 ccm 
10°/,iger Schwefelsiure oder 5°/,iger Salzsiure im Dampfbade 
erhitzt. Entgegen der bisherigen Annahme ist demnach die 
Zersetzung des Milchzuckers bei der Inversion durch starkere 
Saure nicht zu befiirchten, wenn die Kochdauer kurz ist. 

5. Die invertierende Wirkung der Sauren entspricht der 
Konzentration der Wasserstoffionen. Demnach wirkt 5°/,ige 
Salzsiure bei der Inversion des Milchzuckers ebenso stark wie 
10°/,ige Schwefelsiure. 

6. Die Lactose l48t sich nach der Inversion mittels der 
Pavy-Kumagawa-Sutdschen Titriermethode sowohl in reiner 
Lésung als in der Milch ebenso leicht und genau bestimmen wie 
der Traubenzucker. Die Resultate der Analyse stimmen dabei 
mit denen der Allihn-Soxhletschen Gewichtsermittelung gut 
iiberein. Was als besonderer Vorzug des neuen Inversions- 
verfahrens angesprochen werden darf, ist, daB sich dasselbe un- 
gleich leichter und schneller und ebenso exakt ausfiihren la6t 
wie die Gewichtsanalyse, und ferner, daB die Zuckermenge nach 
der Feststellung der Endreaktion sich nach der angefiihrten 
Formel ganz einfach berechnen lat, wahrend man bei der 
Gewichtsanalyse stets einer empirischen Tabelle bedarf. 





Uber den Abbau der Acetessigsiure im Tierkérper. 


II. Mitteilung. 
Von 
Gustav Embden und Louis Michaud. 


(Aus dem chemisch-physiologischen Institut und der medizinischen Klinik 
der stadtischen Krankenanstalten zu Frankfurt a. M. 


(Eingegangen am 30. August 1908.) 


Vor kurzem haben wir gezeigt,') daB lebensfrische Organe 
die Faihigkeit haben, bei Kérpertemperatur zugesetzte Acetessig- 
siure rasch derartig zu verindern, daB sie sich dem Nachweis 
entzieht. Ebenso wurde auch Aceton durch frischen Organbrei, 
wenn auch erheblich schwacher als Acetessigsiure, zum Ver- 
schwinden gebracht. 

Da es unseres Erachtens keinem Zweifel unterliegen kann, 
daB die Acetessigsiure ein in sehr reichlicher Menge auftreten- 
des normales intermediires Stoffwechselprodukt ist, und da 
ferner im normalen Harn nur ganz geringe Spuren der eben 
genannten Substanz, im Harn von zuckerkranken Men- 
schen und Tieren dagegen oft sehr reichliche Mengen sich 
vorfinden, so ergab sich nunmehr die Frage, ob dieser Unter- 
schied im Verhalten des normalen und diabetischen Organismus 
auf eine Vermehrung der Acetessigsaiurebildung oder aber 
auf eine Verminderung des Acetessigsiureabbaus im 
Organismus zuriickzufiihren sei. 

Unter der Voraussetzung, daB die von uns beobachtete 
Acetessigsiurezerstérung durch die Leber einem auch im leben- 
den Organismus sich vollziehenden Proze8 entspricht, glaubten 


1) G. Embden und L. Michaud, Uber den Abbau der Acetessig- 
siure im Tierkérper. I. Mitteilung. Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
‘11, 332, 1908. 
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wir, die eben aufgeworfene Frage an der lebensfrischen Leber 
pankreasloser Hunde entscheiden zu konnen. 

Die Versuche wurden an vier pankreaslosen Hunden aus- 
gefiihrt, und zwar bei dreien (Versuch 1, 2, 4) 3 Tage, bei dem 
vierten (Versuch 3) 4 Tage nach der totalen Pankreasexstirpation. 

Wir haben absichtlich fiir unsere Versuche gerade die Leber 
und gerade den erwahnten Zeitpunkt nach der Pankreasexstir- 
pation gewahlt, weil nach kiirzlich veréffentlichten Untersuchungen 
von Embden und Lattes’) die kinstlich mit normalem Blut 
durchblutete Leber 3 bis 4 Tage nach der Pankreasexstirpation 
ganz regelmaBig weit gréBere Mengen Acetessigsiiure als die 
normale unter gleichen Versuchsbedingungen entstehen 1aBt. 
Die Anderung im intermediaren Stoffwechsel ist also mit Sicher- 
heit um diese Zeit schon ausgebildet und in der Leber lokali- 
siert.”) 

Da der Umfang und Verlauf der Acetessigsiurezerstérung 
durch die lebensfrische Leber teilweise’ von Umstianden ab- 
hingig ist, die wir noch nicht vollig iibersehen, so haben wir 
neben der Untersuchung der vom pankreaslosen Hunde stam- 
menden Leber in ganz gleicher Weise eine solche der Leber 
vom normalen Hunde angestellt, um so unmittelbare Vergleichs- 
werte zwischen dem Verhalten der diabetischen und der nor- 
malen Leber zu erhalten. 

Unsere pankreaslosen Hunde hatten vor der Operation 
24 bis 48 Stunden, zum Teil auch linger gehungert und er- 
hielten auch nach der Operation keinerlei Nahrung. Als Kon- 
trollhunde haben wir daher ebenfalls Hungertiere von méglichst 
ahnlichem Kérpergewicht gewahlt. Die Dauer des Hungers 
war allerdings bei letzteren zum Teil geringer als bei den pan- 
kreaslosen Tieren. Das gréBte Gewicht wurde nach den friiher 
von uns gemachten Erfahrungen darauf gelegt, daB vom Moment 
der Tétung des Tieres durch Entbluten in leichter Athernarkose 
bis zum Ansetzen der Versuche eine méglichst geringe Zeit 
verlief. 

1) G. Embden und L. Lattes, Uber die Acetessigsiurebildung in 
der Leber des diabetischen Hundes, Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 
11, 327, 1908. 

2) Hiermit soll nicht gesagt sein, daB nicht auch andere Organe 
als die Leber bei dieser Stérung beteiligt seien. 
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Der Leberbrei wurde wie in einem Teil unserer friiheren 
Versuche mit der mehrfachen Menge auf 40° C erwarmter 
Kochsalzlésung von 0,85°/, versetzt. Zu allen Einzelversuchen 
wurde die gleiche Menge derselben Lésung von acetessigsaurem 
Natron hinzugefiigt und der Gehalt an Acetessigsiure unmittel- 
bar nach dem Zusatze, sowie nach 30 und 60 Minuten langem 
Stehen in einem Wasserbade von 40° C bestimmt. 

Um die verschiedenen Versuche auch untereinander 
vergleichen zu kénnen, haben wir in allen Fallen ahnliche 
Mengen von acetessigsaurem Natron zugesetzt. 

Die Acetessigsiurelésung wurde fiir jeden Versuch durch 
Verseifen von Acetessigester in der in unserer friiheren Arbeit 
geschilderten Weise frisch hergestellt. 

Beziiglich aller weiteren Einzelheiten der Versuchsanord- 
nung kénnen wir ganz auf unsere friihere Mitteilung sowie auf 
die nebenstehenden Tabellen verweisen. 

Hier sei nur noch hervorgehoben, da8 nach der Total- 
exstirpation des Pankreas bei unseren Hunden keine oder doch 
nur ganz geringfiigige Temperatursteigerungen auftreten, die 
(Versuch 2 und 3) auf oberflichliche Bauchdeckenabscesse zu- 
riickzufiihren waren, wahrend die Abdominalorgane nie ent- 
zundliche Erscheinungen aufwiesen. 

In allen Fallen war die Leber klein und hochgradig ver- 
fettet. 

Uber den Verlauf der Zucker- und der Acetessigséureaus- 
scheidung, der quantitativ verfolgt wurde, wollen wir hier im 
einzelnen nicht berichten. 

Die Leberversuche sind in Tabelle I zusammengestellt. 
Die Kolonnen 2bis5 beziehen sich auf die Leber der pankreas- 
losen Hunde, aus Kolonne 3, 4 und 5 ist die Acetessigsaure- 
menge sofort nach dem Ansetzen des Versuchs, sowie nach 
30 und 60 Min. langem Stehen bei 40°C ersichtlich. Die ent- 
sprechenden Angaben fiir die Leber der normalen Hunde finden 
sich in den Kolonnen 7 bis 9. 

In Kolonne 10 und 11 ist die Abnahme der Acetessig- 
séure nach einstiindigem Stehen in Milligramm, in Kolonne 12 
und 13 in Prozenten der am Anfang des Versuches vorhandenen 
Acetessigsiuremenge berechnet. 

Ein Blick auf die Tabelle lehrt, daB ein wesentlicher 
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Tabelle II. 
3 Pankreasloser Hund Abnahme 
Z _ ee ——EEEee — 
4 Acetessigsaure in mg 
3 . | 
B Versuchsanordnung | nach | nach | . in °/g des An- 
> sofort |15Min. 45Min.| 12 Mg fangswertes 
2s eee ST ee Re ee 
50 g Muskelbrei, | 
5 [100 ccm NaCl-Lésung (1:2)} 125 | 108 101 24 | 19,2 
50 g Muskelbrei, | 
6 |100ccem NaCl-Lésung (1:2)| 92 | a | 67 | 2 | 27,1 











Muskelfleisch zweier weiterer pankreasloser Hunde anstellten. 


(Vgl. Tabelle IT.) 


Die Anordnung der Tabelle diirfte ohne weiteres verstand- 
Aus den Zahlenangaben in den Kolonnen 3 bis7 geht 
hervor, daB auch die Muskulatur des pankreaslosen Hundes die 
Fabigkeit der Acetessigsdurezerstérung nicht verloren hat. 
gleichende Untersuchungen iiber das Verhalten des Muskel- 
fleisches von diabetischen und normalen Tieren wurden nicht 
Es war aber jedenfalls die Abnahme der 


lich sein. 


besonders angestellt. 


Ver- 





Acetessigséure nicht geringer als in unseren friiheren Normal- 


versuchen. 


Als das wesentlichste Ergebnis der vorliegenden Unter- 
suchung méchten wir die Tatsache bezeichnen, daB die Fahig- 


keit der lebensfrischen Leber (und auch der Musku- : 


latur), Acetessigsfure zum Verschwinden zu bringen, 
beim pankreaslosen Hunde gegeniiber der Norm nicht 


vermindert ist. 


Unter der Voraussetzung, daB die von uns unter dem 
Einflu8 lebensfrischer Organe beobachtete Acetessigsiureabnahme 
dem vitalen Acetessigsiureabbau entspricht, ist sonach die ver- 
mehrte Ausscheidung der Acetessigsiure im diabetischen Organis- 
mus nicht durch einen verminderten Abbau, sondern viel- 
mehr durch eine vermehrte Bildung dieses normalen inter- 


mediaren Stoffwechselproduktes bedingt. 
































Uber den Einflu8 stickstofffreier Energietriger auf den 
zeitlichen Ablauf der Eiweibzersetzung. 


Von 
W. Falta, Wien und A. Gigon, Basel. 
(Aus der Medizinischen Klinik in Basel.) 


(Eingegangen am 18. August 1908.) 


Wenn ein Tier hungert, so schmelzen seine Glykogenvorrate 
bekanntlich zuerst rasch ab, die der Leber rascher als die der 
Muskel; die letzten Reste kénnen aber nur schwer zum Ver- 
schwinden gebracht werden. Der Organismus hilt diesen letzten 
Bestand an Kohlenhydraten zih fest, woraus wohl geschlossen 
werden darf, daB ein Minimum von Kohlenhydraten fiir den 
normalen Ablauf der Zersetzungsprozesse unbedingt notwendig 
ist. In der bekannten eiweiSsparenden Wirkung der Kohlen- 
hydrate, welche die aller anderen stickstofffreien Energietrager 
bei weitem iibertrifft, liegt ja ebenfalls ein Hinweis, da8 dort, wo 
reichlich Kohlenhydrat zersetzt wird, die Zellen unter gréSerer 
Schonung ihres EiweiBbestandes arbeiten kénnen. Ein durch 
Hunger an Glykogen stark verarmter Organismus wird daher 
das Bestreben haben, seine Glykogendepots wieder zu fiillen, um 
wieder fiir langere Zeit mit dem kostbaren Material versorgt zu 
sein. Es ist so zu erwarten, da8 bei Fiitterung von Fleisch und 
Kohlenhydrat in einem an Glykogen verarmten Organismus die 
Zersetzungen anders ablaufen werden als unter normalen Ver- 
haltnissen. 

Die alteren Untersuchungen von E. Voit und Korkunoff?*) 


1) E. Voit und Korkunoff, Zeitschr. f. Biol. 82, 1895. 
18* 
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geben hierfiir schon einen geniigenden Anhaltspunkt. Wenn 
nach 3 bis 5tagigem Hunger einige Tage hindurch Fleisch -}- Starke 
gereicht werden, sinkt die N-Ausscheidung vom ersten bis zum 
dritten Fiitterungstage, was darauf hinweist, daB der EinfluB 
der Starkezufuhr auf dem EiweiSzerfall erst an diesem Tage 
zum vollen Ausdrucke kommt. Eine solche Senkung der N-Aus- 
scheidung wurde bei Fiitterung mit Fleisch -++- Fett nie be- 
merkt. 

Es war daher auch zu erwarten, daB bei voller Kost starke 
Unterschiede im zeitlichen Ablauf der Zersetzungen eintreten 
wiirden, je nachdem diese nach kiirzerem oder langerem Hunger 
gereicht wurde. Wir bringen hier in aller Kiirze einige Versuche 
dieser Art. 

Samtliche Versuchshunde waren annahernd gleich schwer, 
ziemlich groB und mager. Das Gewicht der Hunde betrug 21,5 
bis 22.5 Kilo. 

Die Hunde erhielten vor dem Versuch durch mehrere Tage 
hindurch eine Standardkost, bestehend aus 200g Pferdefleisch, 
150 g Reis und 80g Schmalz. Die Hungerperioden sind von der 
letzten Fiitterung an gerechnet. In den Versuchen wurde durch- 
weg fettarmstes Pferdefleisch verfiittert, dessen N-Gehalt zwischen 
3,1 bis 3,3% betrug. Es wurden also ca. 22 g N verfiittert. Die 
Lévulose (von Schering, Berlin) wurde ausnahmslos gut ver- 
tragen. Der Kot war auch wihrend der Livuloseperioden ge- 
formt; der Stickstoffgehalt derselben betrug wahrend der Hunger- 
-+- Fiitterungsperiode zwischen 1 und 2 g. Der Inosit wurde uns 
von der Gesellschaft fiir chemische Industrie in Basel in liebens- 
wiirdiger Weise zur Verfiigung gestellt. Er war aus Phytin 
gewonnen. In einem Versuche untersuchten wir Kot und Harn 
auf Inosit. Aus dem Harn konnte ca. 1 g Inosit dargestellt 
werden; im Kot lieBen sich gréBere Mengen nicht nachweisen. 
DaB der Inosit zum gréBten Teile verbrannte, geht schon aus 
seiner starken Wirkung auf die EiweifSzersetzung hervor. 

In dem Alkoholversuch geriet das Tier nach der Ver- 
fiitterung in einen stark berauschten Zustand, konnte sich kaum 
auf den Beinen halten und zeigte Krampfe. Nach 3 bis 4 Stunden 
war der Zustand wieder normal. 
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A. Versuche mit Fleisch. 





_— N-Ausscheidung in Prozent der 


Ei 
Nr. des Me des infuhr 


Nahrung i gert seit 


Hundes| Stun-}] 12 | 24 | 36 | 48° 








suchs 
den Stunden nach der Fiitterung 
690 Fleisch 3 1 | 48 | 545 | 730 | 95,7/ — 
690 ,, 7 II 72 | 58,4 | 80,3 91,2 | 103,1 
690 ,, 8 Ill 108 | 65,7 | 863 | 1000} — 
B. Versuche mit Fleisch und Lavulose. 
690 Fleisch, | | 
200 Livulose 1 | I 36 | 29,9 | 621 | 786) — 
690 Fleisch, | 
200 Livulose | 4 I 48 | 444 | 71,9 | 92,9) — 
690 Fleisch, | 
200 Livulose | 9 I | 108 | 51,0 | 931 | 1047) — 
| ! 
C. Versuche mit Fleisch und Inosit. 
690 Fleisch, | | 
80 Inosit . 6 I 48 | 35,2 | 763 | 00,9 | _ 
690 Fleisch, | | | 
80 Inosit . 12 | Im | 180 | 330 | 864 | 1000) — 


690 Fleisch, | 
34 Inosit . | 13 | IV | 108 | 526 | — - a 


D. Versuch mit Fleisch und Alkohol. 
690 Fleisch, | | | 
60 Alkohol. | 15 | V | 108 | 640 | 924 | 107,3) — 














Das Resultat dieser Untersuchungen laBt sich in folgenden 
Satzen zusammenfassen : 

A. Mit der Dauer des vorangegangenen Hunger- 
zustandes nimmt die Schnelligkeit der Zersetzung ver- 
fiitterten EiweiBes zu. 

B. Mit der Dauer des vorangegangenen Hungers 
nimmt die eiweiBsparende Wirkung von Kohlen- 
hydraten, die gleichzeitig mit dem Fleisch gereicht 
werden, ab. 

C. Der Inosit drangt die EiweiBzersetzung nur in 
den ersten 12 Stunden stark zuriick. Die Dauer des 
vorangegangenen Hungers hat auf diese Wirkung des 
Inosits keinen EinfluB. 
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D. Durch den Alkohol tritt eher eine Beschleu- 
nigung der EiweiSzersetzung ein (vgl. Versuch 8 mit 
Versuch 15). 

Hierzu ist noch folgendes zu bemerken: Die Wirkung des 
Inosits in Versuch 6 und 12 ist um so hoéher zu bewerten, da 
nur 80 g Inosit, also viel weniger Calorien eingefiihrt wurden 
als in den Versuchen mit Lavulose. 

Auch der Versuch 13 stimmt mit den beiden anderen 
Versuchen iiberein. Hier wurden nur 34 g Inosit mit dem Fleisch 
gereicht. Diese wirkten in den ersten 12 Stunden ebenso stark 
auf die EiweiBzersetzung wie ceteris paribus 200 g Livulose 
(vgl. Versuch 13 mit Versuch 9). 

In einem nicht mit in die Tabelle aufgenommenen Ver- 
such (5) wurde statt 200 g Liavulose 200 g Weizenmehl ver- 
fiittert. Die Versuchsbedingungen waren sonst genau dieselben wie 
im Versuch 4. Die Stickstoffkurve verlief etwas schneller abwarts 
als im Versuch 4, was darauf zuriickzufiihren ist, daB in 200 g 
Weizenmehl nur ca. 150 g Kohlenhydrate enthalten sind. Da 
auch Rohrzucker, wie aus den nachstehenden Versuchen von 
Pari hervorgeht, sich gleich verhalt, so kénnen wir also von 
einer Wirkung der Kohlenhydrate im allgemeinen sprechen. 

Das Resultat des Alkoholversuches scheint in Widerspruch 
zu stehen mit der bekannten Anschauung,') daB dem Alkohol 
eine eiweiBsparende Wirkung zukommt. Es ist aber zu bedenken, 
da8 wir eine verhaltnismaéBig sehr groSe Alkoholmenge ein- 
fiihrten, und es ist wohl anzunehmen, daB durch die schwere Ver- 
giftung ein toxischer EiweiBzerfall erzeugt wurde. 

Wenn wir von dem Alkoholversuch absehen, so kénnen wir 
nun folgende Erklarung fiir die mitgeteilten Beobachtungen 
versuchen. Die Beschleunigung der EiweiSzersetzung im Hunger 
ist auf die zunehmende Erschépfung der Glykogendepots zuriick- 
zufiihren. Wahrend unter gewohnlichen Verhaltnissen die ganze 
stickstofffreie Energie des EiweiBes ausgeniitzt wird, stapeln nach 
langerem Hunger die glykogenbediirftigen Zellen den durch 
EiweiBumsatz entstehenden Zucker als Glykogen auf, welches 
méglichst lange zuriickgehalten wird. Dadurch muB die EiweiB- 
zersetzung beschleunigt werden. Als Stiitze fiir diese Ansicht 


1) Vgl. Magnus-Levy in v. Noordens Handb. d. Pathol. d. Stoffw., 
2. Aufl., 1, 377, 1907. 
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kann der Versuch Mohrs*) herangezogen werden, welcher fand, 
daB sich bei glykogenfreien Hungertieren zwischen der 8. und 
12. Stunde nach Fiitterung mit Fleisch ein betrachtlicher Gehalt 
der Leber und auch der Muskeln an Glykogen nachweisen laBt, 
welcher spater wieder abschmilzt. Es ist natiirlich zu erwarten, 
da8, wenn nun in unseren Versuchen die Fiitterung mit Fleisch 
fortgesetzt wiirde und die Zellen ihren notwendigsten Bedarf an 
Glykogen gedeckt hiatten, die EiweiSzersetzung wieder einen 
normalen Verlauf zeigen wiirde. 

Wird nun nach langerem Hunger mit dem Fleisch gleich- 
zeitig auch Kohlenhydrat gereicht, wie wir es in Versuchsreihe B 
getan haben, so diirften wohl dieselben Verhaltnisse, nur in viel 
groBerem MaBstabe, vorliegen. Auch hier ist wie in den Ver- 
suchen von Voit und Korkunoff anzunehmen, daB die glykogen- 
bediirftigen Zellen mit groBer Energie das Kohlenhydrat an sich 
reiBen, wodurch dessen eiweiBsparende Wirkung voriibergehend 
eingeschrankt, ja sogar nahezu aufgehoben wird. Auch hier ist 
natiirlich zu erwarten, daB bei langer fortgesetzter Zufuhr die 
Wirkung der Kohlenhydrate wieder voll zum Ausdruck kommt. 

Ganz anders liegen nun die Verhiltnisse, wenn wir statt 
des Kohlenhydrates einen stickstofffreien Energietrager ver- 
wenden, der nicht Glykogenbildner ist. Ein solcher verpufft im 
Organismus sehr rasch, und drangt dadurch in der ersten Zeit 
die Eiwei8zersetzung starker zuriick, als selbst die Kohlenhydrate 
dies tun. Es ist fiir diese Wirkung ganz gleichgiiltig, ob die Gly- 
kogendepots des Ké6rpers gefiillt oder erschépft sind. So sehen 
wir in den Versuchen 6 und 12 mit je 80 g Inosit nach 48stiindigem 
und nach 180stiindigem Hunger genau dieselbe Wirkung auf 
die EiweiBzersetzung. 

Wir kénnen also das Resultat der Untersuchungen dahin 
zusammenfassen, daB der Kohlenhydratbestand des Orga- 
nismus fiir den zeitlichen Ablauf der Zersetzungen von 
groBer Bedeutung ist. 

Als Anhang méchten wir einige Versuche mitteilen, die 
zeigen, welchen groBen Einflu8 die Zusammensetzung der Stan- 
dardkost auf den zeitlichen Ablauf der Zersetzungen in Super- 
positionsversuchen ausiibt. 


2) L. Mohr, Untersuchungen iiber den Diabetes mell. Zeitschr. 
f. experim. Pathol. u. Ther. 4, 1907. 
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Die gleich schweren 
Versuchshunde wur- 
den durch wenigstens 
4 Tage auf der in der 
Tabelle angegebenen 
Standardkost gehal- 


ten, und dann an 
einem Tage Casein 
resp. Casein + Kohlen 
hydrat, resp. Casein 
-+- Fett in zwei glei- 
chen Portionen um 
7 Uhr morgens und 
3 Uhr nachmittags 
superponiert. In allen 
Versuchen bestand in 
der Vorperiode N- 
Gleichgewicht. 

In Versuch 16 und 
17 ist die Standard- 
kost fast gleich zu- 
sammengesetzt. Wir 
sehen, wie die Zulage 
von Amylum_ die 
Superpositionskurve 
wesentlich streckt. 

In Versuch 17 und 
18 nun ist das super- 
ponierte Material 
gleichartig (da ein 
Unterschied in der 
Wirkung auf den Ei- 
weiBumsatz durch 
Amylum und Dex- 
trose, wie die vorher 
mitgeteilten Versuche 
ergeben haben, nicht 
besteht). Hingegen 


ist die Standardkost 
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sehr verschieden zusammengesetzt, denn im Versuch 17 kommen 
auf ca. 1400 Calorien 17,27 g N, im Versuch 18 aber auf 1520 
Calorien 9,4 g N. 

Im Versuch 18 verlauft nun die Superpositionskurve wesent- 
lich gestreckter als im Versuch 17, es wirken also auch die in der 
Standardkost enthaltenen Kohlenhydrate auf den superponierten 
Stickstoff ein. 

Ganz verschieden davon ist das Resultat des Versuchs 19. 
Hier war die N-freie Energie durch Fett vertreten. Obwohl hier 
nun die EiweiScalorien gegeniiber den N-freien Energien noch 
etwas mehr wie im Versuch 18 zuriicktreten, so sehen wir hier 
die Zersetzung des superponierten EiweiBes sich um mehr als das 
doppelte schneller vollziehen, ja die N-Kurve lauft hier sogar 
etwas schneller ab als im Versuch 16, bei dem nur Casein super- 
poniert wurde, die Standardkost aber mit dem Hundekuchen 
Kohlenhydrate enthielt. 

Die Versuche zeigen hiermit: 

I. als technisches Detail, daB die Zusammensetzung der 
Standardkost auf den zeitlichen Verlauf der Zersetzungen in 
Superpositionsversuchen von ausschlaggebender Bedeutung sein 
kann, und 

II. daB auch beim Hunde EiweiSansatz nur durch Kohlen- 
hydrate, nicht aber durch Fett allein zu erreichen ist. 








Uber den Einflu8 stickstofffreier Energietrager auf den 
zeitlichen Ablauf der Eiweibzersetzung. 


Von 
G. A. Pari, Padua. 
(Aus der L Medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 18. August 1908.) 


In der voranstehenden Mitteilung haben W. Falta und 
A. Gigon") gezeigt, daB die Verlangsamung der EiweiBzersetzung 
durch Kohlenhydrate bei Hunden ausbleibt, wenn die Tiere vor- 
her langere Zeit gehungert haben, wahrend die Wirkung anderer 
nichtkohlenhydratartiger, stickstofffreier Energietrager (Inosit) 
auch nach langerem Hunger ganz gleich bleibt. Falta und Gigon 
erklarten diese Erscheinung iibereinstimmend mit Voit und 
Korkunoff in der Weise, daB nach langerem Hunger die glykogen- 
hungrigen Zellen die Kohlenhydrate mit groBer Kraft an sich 
reiBen und so weniger rasch in die Zersetzung gelangen lassen als 
unter normalen Verhialtnissen, wahrend nicht glykogenbildende 
Substanzen, wie der Inosit — ahnlich verhalten sich wohl auch 
Pflanzensiuren, kleinere Mengen von Alkohol usw. —, auch im 
Hunger rasch in die Zersetzung eingezogen werden, weil sie im 
Organismus nicht aufgespeichert werden kénnen. Es war daher von 
Interesse, auch das Fett in den Kreis des Untersuchung zu ziehen, 
da dieses zwar kein Glykogenbildner ist, vom Organismus aber 
in hohem Grade gespeichert werden kann, um so mehr als Voit 
und Korkunoff*) gefunden haben, daB, wenn nach langerem 
Hunger Fleisch +- Fett verfiitiert werden, die N-Ausscheidung 
in den ersten Fiitterungstagen ungefahr gleich bleibt. Auf Ver- 


1) W. Falta und A. Gigon, diese Zeitschr. 13, 267, 1908. 

2) E. Voit und A. Korkunoff, Uber die geringste zur Erhaltung 
des Stickstoffgleichgewichts nétige Menge von EiweiB, Zeitschr. f. Biol. 
$2, 1895. 
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anlassung von Privatdozent Falta habe ich solche Versuche an- 
gestellt. 

Die Versuchshunde Nr. II und Nr. III waren nahezu gleich 
groB. Nr. Il wog 14, Nr. III 12 kg. Beide waren eher mager. 
Hund I war gréBer, wog 20 kg und war mager. 

Vor jedem Versuch erhielten die Hunde II und III durch 
4 Tage eine Standardkost, bestehend aus 700 g méglichst fettarmen 
Pferdefleisches, dessen N-Gehalt 3,1 bis 3,3%% betrug. Die Hunde 
erhielten also taglich ca. 22,5 g N. Die Standardkost fiir den Hund 
Nr. I bestand aus 900 g Pferdefleisch, mit einem N-Gehalt von 
28,8 g. Die Nahrung wurde immer um 7 Uhr friih nach dem 
Katheterisieren gereicht und von den Hunden sofort verzehrt. 
Die Hungerperioden sind von der Stunde der letzten Fiitterung 
an gerechnet. Rohrzucker und Schmalz wurden immer gut ver- 
tragen; der Kot blieb auch wahrend der betreffenden Perioden 
geformt, so daB eine ungestérte Resorption anzunehmen ist. 


Tabelle 1. 


Versuche an den Hunden II und III. 
(K6érpergewicht 12 bis 14 kg.) 





k: 3 3 N-Ausscheidung in Proz. der Einfuhr 
$|.s o ; 
94/25/55] Nahrung s 16 | 2/32 40! 48 
ao) 5 aa be 3 
5 2 he g Stunden nach der Fiitterung 
1 III 24 | 700 Pferdefleisch | 32,5 68,5 85,0 — — 
$ 1 24 | 700 va 36,6 70,4! 87,9' — — -- 
3 | Il | 72 |700 si 19,6 50,1) 71,6; 81,2 88,4 94,8 
700 Pferdefleisch, | ‘ 
4 II 24 180 Rohrzucker 9,5 44,3 67,8 84,3 99,0 02,5 
§ |I;| 2 - 17,1 | 52,3) 83,4; 89,5' — | 97,3 
700 Pferdefleisch, 
6 | I | 2 85 Schmalz 206, — | 718 — — /106,1 
71 | @ ” 10.3 — 588 — | — | 87,4 
8 | III | 72 a 10.7, — | 57,6; — — 87,2 
Versuche am Hund I. (K6rpergewicht 20 kg.) 
9 | I | 72 |700Pferdefieisch | 19,2 49,4 70,1 80,5) 87,8 95,6 
700 Pferdefleisch, 
10 | : 1 ero 63 241 53,5, 67,7 78,2, 85,0 








Uberblicken wir die angefiihrten Versuche, so scheinen die 
Versuche 1, 2 und 3 in Widerspruch zu stehen mit der von Falta 
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und Gigon in der voranstehenden Mitteilung angegebenen Tat- 
sache, da bei Fiitterung mit Fleisch allein die EiweiSzersetzung 
um so schneller ablauft, je langer die Tiere vorher gehungert haben. 
Ich finde nun, da8 in den beiden Versuchen 1 und 2 nach 24stiin- 
digem Hunger die EiweiSzersetzung rascher ablauft als im Ver- 
such 3 nach 72stiindigem Hunger. In meinen Versuchen ist aber 
die Versuchsanordnung eine ganz andere als in den Versuchen 
von Falta und Gigon, da in den Versuchen 1 und 2 eine eigent- 
liche Hungerperiode gar nicht vorangegangen ist und hier die 
Stickstoffausscheidung noch unter dem Einflu8 der vortagigen 
Fiitterung steht. 

Vergleichen wir nun die Versuche mit Fleisch -+-- Rohrzucker 
mit den entsprechenden Versuchen mit Fleische allein. So finden 
wir die Angabe von Falta und Gigon bestatigt. In dem Versuch 4 
finden wir unter dem Einflu8 des Rohrzuckers die EiweiBzer- 
setzung gegeniiber Versuch 1 und 2 hochgradig verlangsamt. 
In der ersten 8stiindigen Periode werden nur 9,5% des einge- 
fiihrten Stickstoffs gegeniiber durchschnittlich 34% in Versuchen 
1 und 2 ausgeschieden; in der zweiten 8stiindigen Periode 44,3 
gegeniiber durchschnittlich 69,5; in der dritten 8stiindigen 
Periode nur 67,8 gegeniiber 86,5. Vergleichen wir hingegen den 
Versuch 5 (Fleisch -+- Rohrzucker) mit dem Versuch 3 (Fleisch 
allein), die beide nach 72stiindigem Hunger ausgefiihrt wurden, 
so sehen wir nur in der ersten 8stiindigen Periode ein minimales 
Zuriickbleiben der N-Ausscheidung — die Differenz fallt wohl 
noch in den Fehlergrenzen der Versuchsanordnung —; in der 
zweiten 8stiindigen Periode ist die N-Ausscheidung im Versuch 5 
schon etwas gréBer, und in der dritten und vierten 8stiindigen 
Periode ist die des Versuches 3 deutlich iiberholt. Die Eiwei8- 
zersetzung verliuft also in dem Versuch mit Rohrzucker sogar 
etwas schneller als in dem mit Fleisch allein. Da in meinen Ver- 
suchen Rohrzucker, in denen von Falta und Gigon Léavulose, 
resp. einmal Weizenmehl verwendet wurde, so wird dadurch der 
Einwand, daB. ein besonderes Verhalten_ der Lavulose vorlage, 
vollig entkraftet. 

Betrachten wir nun die Versuche mit Fett. Im Versuch 6, 
mit Fleisch -- Fett, nach 24stiindigem Hunger, sehen wir die 
EiweiBzersetzung gegeniiber den entsprechenden Versuchen 1 
und 2, mit Fleisch allein, stark verlangsamt, doch ist die Verlang- 
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samung, wenigstens in der ersten Zeit, geringer als in dem Ver- 
such 4 mit Fleisch +- Rohrzucker. Fett und Zuckerzulage haben 
denselben Caloriengehalt. Das Fett schrankt also, wie allgemein 
bekannt, die EiweiBzersetzung weniger ein als Kohlenhydrat. 
Vergleichen wir hingegen Versuch 7 und 8 mit Fleisch -++ Fett 
nach 72stiindigem Hunger mit dem entsprechenden Versuch 5 
(Fleisch +- Rohrzucker), so sehen wir in den Fettversuchen eine 
hochgradige Verlangsamung der EiweiBzersetzung, wahrend diese 
im Versuch mit Kohlenhydrat ausbleibt. Es geht daraus hervor, 
daB das Fett auch von dem hungernden, fettverarmten Tier sehr 
rasch in der Zersetzung eingezogen wird. Dadurch wird die Deu- 
tung, welche fiir das Verhalten der Kohlenhydrate im Hunger 
gegeben wurde, gestiitzt. Genau dasselbe Resultat zeigen auch 
die Versuche an dem gréSeren Hund I. Auch hier findet durch 
Fettzulage nach 72stiindigem Hunger eine hochgradige Verlang- 
samung der EiweiBzersetzung statt. 


Versuche mit #-Oxybuttersiure. 


Von anderen N-freien Energietrigern habe ich noch die 
f-Oxybuttersiure untersucht. Derartige Versuche, welche den 
EinfluB der 8-Oxybuttersaure auf den zeitlichen Ablauf der EiweiB- 
zersetzung zum Gegenstand haben, liegen bisher in der Literatur 
nicht vor. Es war zu erwarten, daB sich diese Substanz in gleicher 
Weise wie die anderen nicht kohlenhydratartigen N-freien Energie- 
triger verhalten wird. Die folgenden Untersuchungen haben 
diese Erwartung bestatigt. 

Ich verwendete zu diesen Versuchen die Hunde I und III. 
Die Anordnung der Versuche war genau dieselbe. Die /-Oxy- 
buttersaure (racemisch — von Merck) wurde mit Na,CO, nahezu 
neutralisiert, mit physiologischer Kochsalzlésung stark verdiinnt 
(iiber Verdiinnung siehe Tabelle) und an mehreren Stellen sub- 
cutan injiziert. Bei beiden Hunden stellten sich am Tage nach 
der Injektion leichte Temperatursteigerungen ein. Beim Hund I 
stieg die Temperatur von 38,5° auf 39,6°, beim Hund III von 38,5° 
auf 39,0°. Beim Hund I bildete sich spiiter ein AbsceB, der spontan 
wieder verschwand. Nachdem der Hund wieder vollkommen 
genesen war, wurde der in der Tabelle angefiihrte Kontrollver- 
such mit Na,CO, in physiologischer Kochsalzlésung ohne f-Oxy- 
butterséure angestellt. Auch hier stellte sich am Tage nachher 
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eine leichte Temperatursteigerung bis 39,1° an. Am nichsten 
Tage betrug die Temperatur 39,8° und fiel dann wieder bis zur 
Norm ab. Alle diese Momente kommen nicht in Betracht, da 
mit Ausnahme des Versuches 23 die Untersuchung sich nur auf 
die ersten 24 Stunden erstreckt. Im Versuch 23 aber wiirde das 
Resultat ohne Temperatursteigerung wahrscheinlich noch deut- 
licher geworden sein. 

Im Urin, der in den £-Oxybuttersiureversuchen entleert 
wurde, konnte nie eine deutliche Aceton- oder Eisenchloridreaktion 
nachgewiesen werden. Immerhin findet sich eine leichte Steigerung 
des Gesamtacetons (siehe Tabelle 2). Der Harn blieb optisch 


Tabelle 2. 

Versuch 21. — Hund L — Kérpergewicht 20 kg. — Am Anfang des 
Versuches hungert seit 24 Stunden. — Waihrend des Versuches tiaglich 
900 g Pferdefleisch. 








leita ~ p-Oxybutter- 
£-Oxybutter- Aceton sdure als Aceton 

4 teas ausgeschieden : 

saéure injiziert (im Harn) ausgeschieden 

(im Harn) 

of Paar 25,67 0,052 | 0,093 
Berta?! eb wahel — | 0,554 | 0,991 
ae — 0,006 0,010 
Totalmenge 25,67 | 0,612 1,094 





Versuch 23. — Hund III. — Kérpergewicht 12 kg. — Am Anfang des 
Versuches hungert seit 72 Stunden. — I. Versuchstag: 700 g Pferdefleisch. — 
IL. Versuchstag: Hunger. — III. Versuchstag: reichlich Mehlspeise und Brot. 





ES 55 8 25,25 | 0082 | 0,146 

Se eee — | 0,026 «=| «~—(0,046 
eo ~ |} 0011 | — ool19 
Totalmenge| 25,25 0119 8=| 0211 


inaktiv. DaB keine gréBeren Mengen von racemischer /-Oxy- 
buttersiure ausgeschieden wurden, geht daraus hervor, daB ich 
bei Destillation des Harns mit Schwefelsiure nur Spuren einer 
Saure erhielt, die wahrscheinlich a-Crotonsaure war, doch reichte 
die Menge zu einer Schmelzpunktbestimmung nicht aus. 
Vergleichen wir Versuch 21 mit Versuch 19 und 20, so zeigt 
sich in den ersten 6 Stunden eine geringe, in den zweiten 6 Stunden 
eine hochgradige Zuriickdrangung der EiweiSzersetzung, welche 
auch noch in den weiteren 12 Stunden, wenn auch nicht in so 
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Tabelle 3. 
Hund I (K6érpergewicht 20 kg). 





|3 N-Ausscheidung in Prozent 
2B | |} aq “ 
£4 | 3 g les sie Schenten der waned | 
weelc3/ 8s] + 8 injiziert | 6 |12|18|24| | 
a23\iam| $3 | | 
si | ty Stunden nach der Fiitterung 
‘19 | I | 24 [000 Pterdefeiscn] -— | 27,8'61,0 — {90,0 —| — 
20 I | 24 j900~—C—*", _ 26,6 61,1) — | 90,1); — | — 
f-Oxybutter- 
24 _ sdure = 25,67 | 
21/1 | ™ jo _,, Navacl = 0,67, | 206 46,7, — 75,9, — | — 
Volum der Lé- 
sung 242 com 
Na,00, = 10,63 | 
o%« ‘ ¢ NaCl = 0,98 ‘ « | 
22 I | 24 j900_~—C—=”»» Volum der Lé- | 21,0 52,5 — | 893 — — 
sung 244 ccm 











hohem Grade, weiterbesteht. Diese Zuriickdrangung der Eiweib- 
zersetzung ist aber nur zum Teil auf die 6-Oxybuttersaure zuriick- 
zufiihren, denn der Vergleich zwischen Versuch 19 und 20 und 
dem Kontrollversuch 22 mit Na,CO, -+- NaCl zeigt, daB durch dieses 
allein die Eiwei8zersetzung in den ersten 12 Stunden zuriick- 
gedringt wird. Es stimmt dies mit der Angabe von Gruber’), 
da NaCl die Kurve der EiweiSzersetzung abflacht. Vergleichen 
wir aber nur Versuch 22 mit 21, so ergibt ich, daB die Wirkung 
der £-Oxybuttersaure in der zweiten 6stiindigen Periode einsetzt, 
um erst in den nachfolgenden 12 Stunden voll zur Geltung zu 
gelangen. DaB die f-Oxybuttersiure erst viel spiter wirkt als 
der Inosit, liegt an der subcutanen Applikation, resp. an der lang- 
sameren Resorption. Wir kommen also zu dem festen SchluB8, 





Tabelle 4 
Hund III (K6rpergewicht 12 kg). 
a 2 N-Ausscheidung in Prozent 
s2\32\%s der Einfuhr 
cvs \|Udigs Subcutan ) ; , 
c2\ 25/83) Nebrung | injiziert | 8 | 16 | 24| 32 | 40| 48 
Ao Zw Sa | | ! | | 
“ =| Stunden nach der Fiitterung 
‘3 | IIL, 72 |700Pterdefteisch}  — | 19,6 50,1 71,6 81,2 88,4 94,8 
| £-Oxybutter- | 
siure = 25,25 
| mo Ir NagCO, = 10,32 ‘ o| 9 ‘ 
23 III | 72 |700_ ——"7, “Kaci = 0,95 10,4 24,5 56,2 70,4 86,4 100,3 
Volum der Lé- 
sung 238 ccm 
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daB durch die f-Oxybuttersiure die EiweiBzersetzung 
zurickgedrangt wird. 

Die beiden Versuche 3 und 23 sind nach 72stiindigem Hunger 
angestellt. Obwohl hier kein Kontrollversuch mit Na,CO, —+- 
NaCl allein vorliegt, so kénnen wir doch mit Sicherheit schlieBen, 
daB die Wirkung der /-Oxybuttersaure auf die EiweiBzersetzung 
auch nach langerem Hunger voll zur Geltung kommt, denn in 
dem friiher beschriebenen Kontrollversuch 22 sehen wir, daB die 
Wirkung von Na,CO, -+- NaCl allein schon nach 24 Stunden 
abgelaufen ist. In meinem Versuch 23 steht aber die Eiweif- 
zersetzung nach 24 Stunden noch um volle 15,5% gegeniiber Ver- 
such 3 zuriick, nach 32 Stunden betragt die Differenz noch ca. 11%, 
und erst nach 40 Stunden sind die Zahlen annahernd gleich. Wir 
kommen also zum SchluB, daB die f-Oxybuttersaéure auch 
im hungernden glykogenarmen Organismus ihre Wir- 
kung auf den EiweiBumsatz ausiibt. 

Wir kénnen das Resultat der mitgeteilten Untersuchungen 
in folgenden Satzen zusammenfassen: 

I. Nach langerem Hunger wirken die Kohlenhydrate 
(Rohrzucker) nicht mehr verlangsamend auf die EiweiB- 
zersetzung ein. 

Il. Dies gilt nur von den Kohlenhydraten; N-freie 
Energietrager (Fett, f-Oxybuttersaiure), die nicht Gly- 
kogenbildner sind, verlieren ihre verlangsamende 
Wirkung auf den EiweiBumsatz nicht. 
































Uber den EinfluB der Schilddriise auf den zeitlichen 
Ablauf der Zersetzungen. 


Von 
G. A. Pari. 
(Aus der I. Medizinischen Universitatsklinik in Wien.) 


(Eingegangen am 18. August 1908.) 


In ihrer Arbeit tiber die ,,Wechselwirkungen der Driisen 
mit innerer Sekretion“ haben Eppinger, Falta und Rudinger’) 
gezeigt, daB nach der Exstirpation der Schilddriise der Hunger- 
eiweiBumsatz bei Hunden stark herabegsetzt ist und da8 er, im 
Gegensatz zum normalen HungereiweiBumsatz durch Kohlen- 
hydrate oder Fett nicht weiter herabgedriickt werden kann. 
Werden aber schilddriisenlose Hunde mit Schilddriisenpripa- 
raten behandelt, so steigt der EiweiBumsatz wieder an, und diese 
Steigerung kann durch Kohlenhydrate wieder prompt zum Ver- 
schwinden gebracht werden. Die Erscheinung lat sich wohl 
in der Weise deuten, daB ein sehr bedeutender Kohlenhydrat- 
umsatz notwendig ist, um den an und fiir sich schon stark redu- 
zierten Eiwei8umsatz schilddriisenloser Hunde noch weiter herab- 
zudriicken. Verschiedene Momente, die in der Arbeit der genann- 
ten Autoren naher ausgefiihrt sind, weisen aber darauf hin, daB 
nach der Entfernung der Schilddriise der Kohlenhydratumsatz 
herabgesetzt und die Kohlenhydratmobilisierung verlangsamt ist. 

Nun haben wir in den voranstehenden Mitteilungen den Ein- 
flu8 der Kohlenhydrate auf den zeitlichen Ablauf der EiweiB- 
zersetzung unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Wenn 
nach Exstirpation der Schilddriise tatsachlich eine Verlangsamung 
der Mobilisierung der Kohlenhydrate vorhanden ist, so war daher 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 66, 1908. 
Biochemische Zeitschrift Band 13. 19 


ate et ee i ee 
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zu erwarten, da8 sich dies auch unter den dort gewahlten Ver- 
suchsbedingungen auBern werde. 

Alle Versuchshunde waren annihernd gleich gro8 und gleich 
schwer (12bis 14kg Kérpergewicht) und eher mager. Beim HundIV 
(14 kg) wurde die Schilddriise am 4. Februar 1908 exstirpiert. 
Beim Hund II (14 kg) am 13. April 1908. Es bestand keine Albu- 
minurie. In den Rohrzuckerversuchen trat, sowohl bei den nor- 
malen als bei den schilddriisenlosen Hunden, etwas Zucker im Harn 
auf. Bei den schilddriisenlosen war die Menge kleiner (1% g) 
als bei den normalen (héchstens 2 g). Vor jedem Versuch erhielten 
die Hunde 4 Tage hindurch eine Standardkost, bestehend aus 
700 g méglichst fettarmen Pferdefleisches, ca. 22,5 g N enthaltend. 
Die Nahrung wurde immer um 7 Uhr morgens gereicht und von 
den Hunden sofort verzehrt. Der Kot war immer spirlich und 





geformt. 
Versuche an normalen Hunden. 
a . N-Ausscheidung in Prozent 
$4) 3S | Hungert der Einfuhr 
s zZ 28 Baan Nahrung 8 16 24! 32/40 48 
unden 
> Stunden nach der Fiitterung 
1 | mt | 2 | 700Pferdefeisch |32,5'68,5'85,0 — | — | — 
2| 4 (170 , 36,6/70,4'87,9' — | — | — 
3 | I 72 700 ~ 19,6 50,1 /71,6|81,2| 88,4) 94,8 
700 Pferdefleisch | 
4 II 24 180 Rohrzucker eb 67,8 84,3 | 99,0 |102,5 
5 | mm] 7 7 17,1 52,3 83,4 89,5) — | 97,3 
Versuche an schilddriisenlosen Hunden. 
ll IV 24 700 Pferdefleisch |34,6 68,8 951 — —| — 
12 IV 24 700 - 34,9 68,0945 — —)| — 
13 II 24 700 ‘i 36,3 68,3 '83,33, — | — | — 
700 Pferdefleisch 
14 II 24 180 Rohrzucker 17,3 | 36,6 65,4 | 82,5 we -- 
15 II 72 9% 8,3 24,3 44,5 68,9' 81,6) 88,6 














Der Vergleich von Versuch 1 und 2 mit 11, 12 und 13 
zeigt, daB bei Fiitterung mit Fleisch allein die Eiwei8zersetzung 
bei normalen und schilddriisenlosen Hunden denselben Ablauf 
zeigt. Versuch 4 und 14 zeigen nun, daB die Zulage einer groBen 
Menge von Kohlenhydrat bei schilddriisenlosen Hunden den 
Ablauf der EiweiBzersetzung anders beeinfluBt als beim normalen. 
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Die verlangsamende Wirkung setzt bei dem schilddriisenlosen 
Hunde viel langsamer ein, dauert aber dafiir viel linger an, so daB 
erst von der vierten 8stiindigen Periode an die Kurven gleich 
verlaufen. 

Wahrend nun aber bei normalen Hunden nach laingerem 
Hunger die Wirkung der Kohlenhydrate auf den zeitlichen Ablauf 
der EiweiBzersetzung verschwindet, sehen wir beim schilddriisen- 
losen Hund Nr. II (Versuch 15) jetzt eine auBerordentlich deut- 
liche Verlangsamung der EiweiSzersetzung durch die Kohlen- 
hydratzulage eintreten. In einer zweiten Versuchsreihe an dem 
schilddriisenlosen Hund IV habe ich dasselbe Resultat erzielt; 
ich habe die Zahlen aber nicht mit in der Tabelle aufgenommen, 
weil in beiden Versuchen (Fleisch -- Rohrzucker nach 24 resp. 
72stiindigem Hungern) der Zucker am Versuchstag in 2 Portionen 
mit 15 Tropfen Opium gereicht wurde, so daB die Zahlenreihen 
mit den anderen nicht verglichen werden kénnen. 

Die Tatsache, da8 die Wirkung der Kohlenhydrate auf den 
zeitlichen Ablauf der EiweiBzersetzung bei schilddriisenlosen 
Hunden viel langsamer zur Geltung kommt entspricht also vdllig 
unserer Voraussetzung. Aber auch die zweite Tatsache, daB 
im Gegensatz zum normalen die Wirkung der Kohlenhydraten 
nach langerem Hunger bei schilddriisenlosen Hunden erhalten 
bleibt, diirfte sich der oben geaéuBerten Anschauung einreihen 
lassen. Wenn bei schilddriisenlosen Hunden der Kohlenhydrat- 
umsatz, ebenso wie wir es von dem EiweiB- und Fettumsatz 
wissen, herabgesetzt und die Kohlenhydratmobilisierung ver- 
langsamt ist, so ist zu erwarten, da8 bei schilddriisenlosen Hun- 
den im Hunger die Glykogendepots viel weniger rasch erschépft 
werden, so da8 nun mit dem Fleisch zugefiihrtes Kohlenhydrat 
noch seine Wirkung auf die EiweiSzersetzung ausiiben kann. 
Vergleichen wir Versuch 14 mit Versuch 11, 12 und 13 und Ver- 
such 15 mit Versuch 3,') so ergibt sich, daB die Wirkung des 
Zuckers auf die EiweiBzersetzung nach 72stiindigem Hunger un- 


1) Wir besitzen noch keinen Versuch mit Fiitterung von Fleisch 
allein nach 72stiindigem Hunger bei einem schilddriisenlosen Tier. Da 
aber im Ablauf der EiweiBzersetzung vor und nach der Schilddriisen- 
exstirpation nach 24stiindigem Hunger kein Unterschied auftrat, so ist 
das gleiche auch fiir Versuche nach lingerem Hunger mit gréBSter Wahr- 
scheinlichkeit zu erwarten. 

19° 
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gefihr ebenso stark ist wie beim normalgeniahrten Tier. 

Der Ausfall der Untersuchungen l48t es wiinschenswert er- 
scheinen, zu untersuchen, ob sich bei schilddriisenlosen Hunden 
nach langerem Hunger noch griéBere Mengen von Glykogen in 
den Organen nachweisen lassen. 

Die Resultate lassen sich in folgenden Saétzen zusammen- 
fassen: 

Die Schilddriise hat einen EinfluB auf den zeit- 
lichen Ablauf der Zersetzungen, indem 

a) bei schilddriisenlosen Hunden die Wirkung der 
Kohlenhydrate auf den zeitlichen Ablauf der EiweiB- 
zersetzung viel langsamer zur Geltung kommt und 

b) bei schilddriisenlosen Hunden nach lingerem 
Hunger die Kohlenhydrate ihre verlangsamende Wir- 
kung auf den Ablauf der EiweiBzersetzung nicht (so 
rasch) verlieren. 

Hingegen wird EiweiB allein vor und nach der 
Schilddriisenexstirpation gleich rasch zersetzt. 




















Uber den Wirkungsmechanismus von Arsenpraparaten 
auf Trypanosomen im tierischen Organismus. 


II: Mitteilung. *) 
Von 
Martin Jacoby und Albert Schiitze. 
(Aus dem Laboratorium des Krankenhauses Moabit in Berlin.) 


(Eingegangen am 28. August 1908.) 


In unserer ersten Arbeit’) haben wir iiber Versuche berichtet, 

welche beweisen, daB bei der Vernichtung der Trypanosomen 
im Tierkérper durch Arsenpraiparate Leukocyten nicht beteiligt 
sind. AuBerdem hatten wir beobachtet, daB Atoxyl, welches 
im Tierkérper in gleichem MaBe wie arsenige Saure die Try- 
panosomen abtétet, im Reagensglas wenig auf die Trypanosomen 
einwirkt. In einer neuerdings erschienenen, sehr interessanten 
Mitteilung fiihrt Levaditi*) diesen Umstand darauf zuriick, 
daB das Atoxyl erst im Tierkérper durch Reduktion in ein 
,», [rypanatoxyl, d. h. in eine Trypanosomen abtétende Ver- 
bindung iibergefiihrt werden muB. 
Wir hatten nun die Absicht, auf Grund unserer Befunde 
den Verlauf der von Ehrlich entdeckten Atoxylfestigkeit der 
Trypanosomen im Reagensglase zu priifen. Zu diesem Zwecke 
haben wir vor mehreren Monaten damit begonnen, uns arsen-, 
resp. atoxylfeste Stéimme zu ziichten. Uber die Versuche mit 
solchen Stammen werden wir spiater berichten. Vorlaufig haben 
wir hinreichende Erfahrungen dariiber, wie sich im Reagens- 
glase vergleichsweise gegen die Gifte normale Trypanosomen- 
stimme und solche verhalten, die etwa 2 Monate in standiger 
Beriihrung mit Arsen und Atoxyl kultiviert sind. 








1) Diese Zeitschr. 12, 193, 1908. 
2) Soc. de biolog., 10. VIL 1908, 
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Alle Versuche wurden mit Naganatrypanosomen angestellt. 
Als Normaltrypanosomen oder N. bezeichnen wir im folgenden 
solche Trypanosomen, welche ohne weitere Eingriffe von Maus zu 
Maus fortgeziichtet worden sind. Die Miause sterben, je nach 
der Dosis, etwas friiher oder spater, zumeist aber spitestens 
am vierten Tage. Die Impfung erfolgte stets subcutan. Atoxyl- 
trypanosomen oder At. nennen wir Trypanosomen, die wochen- 
lang dauernd mit Atoxyl in Beriihrung waren. Mausen wurde 
0,1 bis 0,2 com = 1 bis 2 mgr Atoxyl und dann nach 2 bis 3 Stunden 
Trypanosomen subcutan injiziert. Benutzt wurde krystallisiertes 
Atoxyl der Vereinigten Chemischen Werke Charlottenburg, das 
in physiologischer Kochsalzlésung gelést wurde. Die Lésungen 
wurden im Dunkeln und nie langere Zeit aufgehoben. Die 
Dosis war so gewahlt, da8 die Trypanosomen sicher noch mit 
einer hinreichenden Atoxylmenge im Tierkérper in Beriihrung 
kamen. Von den ersten Miusen, welche so mit Atoxy] und mit 
Trypanosomen behandelt waren, wurden dann nach einigen 
Tagen die Trypanosomen auf Miuse iibertragen, die in gleicher 
Weise mit Atoxyl vorbehandelt waren. Wir bezeichnen die 
erste Serie mit At,, die folgenden mit entsprechendem Index, 
z. B, die 20. Ubertragung mit At,,. 

Entsprechende Reihen wurden mit arseniger Saéure angelegt. 
Die arsenige Saéure war, wie in der vorigen Arbeit, nach den 
Vorschriften von Léffler und Riihs in Lésung gebracht worden, 
indem sie in Normalnatronlauge gelést und die Lauge dann genau 
mit Normalsalzsiure neutralisiert wurde. Die Verdiinnungen 
wurden mit physiologischer Kochsalzlésung hergestellt. Die 
Stammldésung (1°/,) halt sich gut, wenn man sie in der Kilte 
und im Dunkeln aufbewahrt. Fiir die Mauseimpfung benutzten 
wir 1°/,,ige Lésungen, von denen die Tiere 0,05 und 0,1 ccm, 
also 0,05 und 0,1 mg erhielten. Diese Dosen wurden immer 
vertragen, aber sie diirfen sicher nicht wesentlich iiberschritten 
werden. Im iibrigen gingen wir ganz wie bei den Atoxyl- 
mausen vor. ‘Die einzelnen Reihen werden im folgenden als 
As, usw. erwahnt, also z. B. die 20. Ubertragung auf Miuse, 
die mit arseniger Saéure vorbehandelt waren, als As,,. 

Die Reagensglasversuche selbst wurden genau so angestellt, 
wie in der ersten Mitteilung beschrieben worden ist. Von den 
Lésungen der arsenigen Séure resp. des Atoxyls wurden immer 
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0,3 ccm angewandt, in die wir mit einer Capillare gleiche Mengen 
Blut brachten, welches aus dem Herzen gewonnen war. Die 
mikroskopische Untersuchung erfolgte an Praparaten im hingenden 
Tropfen. Bis zur Untersuchung verblieben die Gemische bei 
Zimmertemperatur, die Versuche wurden im Juli und August 
angestellt. Wir geben nun die Resultate im einzelnen wieder. 


Versuch I. 


Blut von Arsenmaus aus Serie 15= As,,. 
Blut von Normaltrypanosomenmaus = N. 
In Lésungen von arseniger Saure 
leem=1 mg(As’/, 
und 1 ccm = 0,1 mg (As ’/,,) 
sind sowohl As,, wie N sofort tot. 
In As*/,,, sind N auch sofort tot, wihrend As,, nach 
50 Minuten, 80 und 100 Minuten noch beweglich, wenn auch 
nur schwach beweglich sind. 
Nach 150 Minuten sind auch As,, tot. 


Versuch II. 


Blut von As,, und N. 

Acidum arsenicosum-Lésungen: 
loom ="/,9 mg As */,9. 
1 com = */;99 Mg AS */;99- 
1 com = 7/,, mg As */so9- 

Nach 40 bis 50 Minuten sind N noch saémtlich lebend, wenn 
auch in As’/,, und */,,, bereits im Sterben, As,, in allen 
Lésungen bereits tot. 

Nach 80 Minuten sind N,, (d. h. N in As*/,,) alle tot. 

Nyoo meistens tot, die iibrigen im Sterben. 

Noo in sehr schwacher Bewegung. 

Aso, AS,o, und As,,, alles tot. 

(As,, bedeutet also: As,, in As’*/,..) 

Nach 150 Minuten N,,, noch deutlich beweglich. 
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Versuch III. 


Blut von As,, und N. 
Acidum arsenicosum: 
1/ 
As */,0: 
1 
AB "/s9o: 
As? 


Nach 10 bis 30 Minuten lebt noch alles. 

Nach 45 bis 50 Minuten lebt alles mit Ausnahme von As,,, 
die simtlich tot sind. 

Nach 65 bis 80 Minuten ist die Beweglichkeit von N,, 
etwas verlangsamt, N,,, fast normal, N,,, normal, wihrend As, , 
alles tot ist, As,,, im Sterben, As,,, verlangsamte Beweglich- 





200° 


keit zeigt. 
Nach 100 bis 120 Minuten ist: 
Ns im Sterben. Asso alles tot. 
Nioo Schlechte Beweglichkeit. A8;o9 fast tot. 
Nooo ganz gute Beweglichkeit. A8go, mittlere Beweglichkeit. 
Nach 140 Minuten: 
N50 fast tot. A859 tot. 
Njoo tot. A899 tot. 
Nooo noch beweglich. ASoo9 fast tot. 


Versuch IV. 


Blut von As,,, At,, und Normaltrypanosomen. 





18? 

Acidum arsenicosum-Lésung : Atoxyllésungen : 
As 3/59. 2 °/, ige = At 2 °/o. 
As 1/190. 1 °/,ige — At 1 %/,. 
As 1/s90- 


Wir bezeichnen Blut As,, in As*/,, als As,,. 
, As, » Atl®/, ,, Asl°%,. 


‘s és » Bn » MT,» MPI, wee. 
Nach 5 Minuten ist: Nach 10 Minuten ist: 
Ngo N 2%, | 
A8so ;¢ Sehr stark beweglich. As 2°/, > sehr stark beweglich. 
Atso At 2°%/, 
Nach 20 Minuten ist: Nach 20 Minuten ist: 
N;o sehr starke Beweglichkeit. N2°/, sehr starke Beweglichkeit. 
Ass etwas verlangsamte Beweglich- As2°/, deutliche Beweglichkeit. 
keit. At2°/, sehr starke Beweglichkeit. 





Atso starke Beweglichkeit. 
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Nach 30 Minuten ist: 

Nioo Verlangsamte, aber deutliche 
Beweglichkeit. 

ASi99 etwas schwiacher beweglich 
als Nyop- 

Atio9 starke Beweglichkeit. 


Nach 40 Minuten ist: 
Nso zumeist tot, einige sterbend. 
Ass ” ” ” 
At, deutliche Beweglichkeit. 


Nach 50 Minuten ist: 

Nooo Stark verlangsamte Beweglich- 
keit. 

ASoo9 etwas stirker beweglich als 
N,00- 

Atop) sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 70 Minuten ist: 
N50 alles tot. 
A859 +» 
Atso stark verlangsamte, aber deut- 
liche Beweglichkeit. 


Nach 70 Minuten ist: 
Njoo 8terbend. 
AS;o9 meist tot, vereinzeltesterbend. 
Atio9 Starke, ein wenig verlangsamte 
Beweglichkeit. 


Nach 85 Minuten ist: 
N1°/, schwache, aber deutliche 
Beweglichkeit. 
As1°), deutliche, aber etwas ver- 
langsamte Beweglichkeit. 


Nach 100 Minuten ist: 
N2°/, deutliche, aber stark ver- 
langsamte Beweglichkeit. 
As 2°), Beweglichkeit sehr verlang- 
samt, teilweise sterbend. 
At2°/, sehr schnelle Beweglichkeit. 


Nach 35 Minuten ist: 

Noo deutliche, verlangsamte Be- 
weglichkeit. 

AS;o9 schwach beweglich, teilweise 
tot. 

Atyo9 sehr schnelle Beweglichkeit. 


Nach 45 Minuten ist: 
N2°/, deutliche, etwas verlang- 
samte Beweglichkeit. 
As2°/, langsame, aber gut erkenn- 
bare Beweglichkeit. 

At2°/, sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 60 Minuten ist: 
N 1°/, deutliche, aber verlangsamte 
Beweglichkeit. 
As 1°/, deutliche, aber verlangsamte 
Beweglichkeit. 
At1°/, in geringer Zahl vorhanden 
und tot. 


Nach 70 Minuten ist: 
N 2°/, deutliche, aber verlangsamte 
Beweglichkeit. 
As2°/, deutliche, aber verlangsamte 
Beweglichkeit. 
At2°/, sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 85 Minuten ist: 
Nooo stark verlangsamte, aber noch 
erkennbare Beweglichkeit. 
A809 deutliche Beweglichkeit, einige 
schlechter beweglich. 
Atooo sehr deutliche Beweglichkeit. 


Nach 100 Minuten ist: 
At;, tot oder im Sterben. 


Nach 110 Minuten ist: 
Njoo meist tot. 
A899 
Atioo + os 
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Nach 115 Minuten ist: 
Nooo fast alles tot. 
A8oo9 sehr langsame Beweglichkeit, 
einzelne tot. 
Ateoo meist tot. 


Nach 125 Minuten ist: 
N2°/, sehr stark verlangsamte 
Beweglichkeit, keine toten. 
As 2°/, sterbend. 
At2°/, lebhafte Beweglichkeit. 


Nach 120 Minuten ist: 
N1°/, im Sterben. 
As 1°/, fast alles tot. 


Nach 180 Minuten ist: 
N 2°/, fast alles tot. 
As 2°/, alles tot. 
At2°/, zumeist in lebhafter Be- 
weglichkeit, einige etwas 
weniger beweglich. 


Versuch V. 
Blut von As,,, At,, und Normaltrypanosomen. — N von 
einem Tiere kurz vor dem Tode mit besonders zahlreichen 


Trypanosomen. 
Lésungen : 
As 1/59. At 2°/. 
As 1/;0- At 1°/,. 
AB 1/209 


Nach 10 Minuten ist: 
N59 schwache Beweglichkeit, alles 


lebend. 

Assq deutliche, etwas verlangsamte 
Beweglichkeit. 

Ats9 die meisten sterbend oder 
schon tot. 


Nach 30 Minuten ist: 
N2°/, teilweise tot, die tbrigen 
sehr verlangsamte Beweg- 


lichkeit. 
As 2°/, starke Beweglichkeit 
At 2 % ” ” 


Nach 50 Minuten ist: 
N1°/, ziemlich gute Beweglichkeit, 
teilweise langsam. 
As1°/, gute Beweglichkeit, besser 
als N 1°/,. 
At 1°/, schlechte Beweglichkeit. 
Nach 60 Minuten ist: 
Nioo alles tot. 
A8;99 schwache Beweglichkeit. 
Atioo im Sterben. 


Nach 20 Minuten ist: 
Njoo stark verlangsamte Beweglich- 
keit. 
A8jo9 besser als Njo9 beweglich. 
Atioo etwa wie Nj op. 


Nach 40 Minuten ist: 
Nooo fast alles tot. 
ASoo9 deutliche, wenn auch etwas 
verlangsamte Beweglichkeit. 
Atooo etwas besser beweglich als 
A829. 
Nach 55 Minuten ist: 
Ngo alles tot. 
As; fast alles tot. 
Ats alles tot. 


Nach 65 Minuten ist: 


N2°/, alles tot, 

As2°/, deutliche Beweglichkeit, 
keine toten. 

At2°/, Beweglichkeit schlechter als 
As 2°/,. 
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Nach 65 Minuten ist: 
Nooo Zumeist tot, vereinzelte ster- 
bend. 
A8go9 keine toten, iiberall noch sehr 
geringe Beweglichkeit. 
Atooo Zumeist sterbend, keine toten. 
Nach 95 Minuten ist: 
Nio00 
ASio00 ¢ alles tot. 
Atioo | 
Nach 105 Minuten ist: 
Nooo alles tot. 
AS.99 » sterbend. 
Atzoo 


Nach 70 Minuten ist: 

N1°/, alles sterbend. 

As 1°/) keine sterbenden oder toten, 
aber sehr geringe Beweg- 
lichkeit. 

At1°/p alles tot. 

Nach 100 Minuten ist: 
N 2°/, alles tot. 
As 2°/, im Sterben. 
At 2°/, alles tot. 


Nach 110 Minuten ist: 
N 1, alles tot. 
As 1°/, 
At 19/, 


Versuch VI. 


Blut von As,, und N. 


Lésungen : 
1 
As */,,. 
1 
Ae ty 


AS */99- 


Nach 5 Minuten ist: 


Nso nicht sehr stark beweglich. 


As,o starker beweglich als No. 


Nach 15 Minuten ist: 


Nioo gute Beweglichkeit. 


AS;99 sehr gute Beweglichkeit. 


Nach 20 Minuten ist: 
Nooo und Asygoq sehr gute Beweglichkeit. 


Nach 25 Minuten ist: 


N50 lebend, aber nur schwach be- 


weglich. 
Njoo besser als N;9 beweglich. 


As,9 starke Beweglichkeit. 
ASio9 Wenig schwicher beweglich 
als Nyjoo- 


Nach 30 Minuten ist: 


Nooo sehr stark beweglich. 


ASooo Stirker beweglich als Nooo. 


Nach 45 Minuten ist: 


N;o meist tot, die iibrigen sterbend, 


Nioo schwach beweglich, nichts im 


Sterben. 
Nooo fast sterbend. 


As;. maBig beweglich, nichts ster- 
bend. 
AS;99 stark beweglich. 


A8o99_ . 
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Nach 55 Minuten ist: 


No meist tot, die iibrigen sterbend. As; wenig Trypanosomen 


noch 
sichtbar, deutlich beweglich, 
vereinzelte tot und sterbend: 


Nach 60 Minuten ist: 


Nioo im Sterben. 
Nooo fast im Sterben. 


Nach 80 Minuten ist: 


N59 meist tot, einige im Sterben. 


Nach 85 Minuten ist: 


Njoo tot oder im Sterben. 


Nooo zumeist im Sterben, einige tot. 


Versuch VII. 


Blut von As,, und At,, und von N. 
Das Blut von N enthalt ziemlich wenig Trypanosomen. 


As 1/59. 
” 1/100 
*/200- 
Nach 15 Minuten ist: 
N;o mittlere Beweglichkeit. 
A850 besser als N;o. 
Atso alles tot. 


Nach 35 Minuten ist: 
Ngoo Sehr starke Beweglichkeit. 
ASyo9 alles tot. 

Ateoo ziemlich lebhafte Beweglich- 
keit. 


Nach 50 Minuten ist: 


Nioo sehr starke Beweglichkeit. 
A8io9 alles tot. 
Atioo n n 
Nach 60 Minuten ist: 
As 2°/, sehr deutliche Beweglichkeit. 


At 2°/, alles tot. 


AS;99 stark beweglich. 
ASoo9 teilweise schwache, 


‘ starke Beweglichkeit, 
mehrere im Sterben. 


A859 wie N5p. 


ASi99 maBige, vereinzelt starke Be- 
weglichkeit. 

ASoo9 zumeist ziemlich starke Be- 
weglichkeit. 


At 29/,. 


At 1/,. 





Nach 25 Minuten ist: 
N 2°/, alles tot. 
As 2°/, sehr schnelle Beweglichkeit. 
At 2°/, alles tot. 


Nach 45 Minuten ist: 
N1°/, sehr starke Beweglichkeit. 
As 1°/, deutliche, aber langsame 
Beweglichkeit. 
At 1°/, sterbend oder tot. 


Nach 60 Minuten ist: 
N50 deutliche Beweglichkeit. 
Asso alles tot. 
Atso ” ” 
Nach 65 Minuten ist: 
Nooo besonders starke Beweglich- 
keit. 
ASeo9 alles tot. 
Atyoo tot oder im Sterben; einige 
in maBiger Bewegung. 
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Nach 70 Minuten ist: 


N 1°/, verlangsamte Beweglichkeit. 


As 1 °/, sehr deutliche e 
At 1°/, alles tot. 


Nach 90 Minuten ist: 
N59 mittlere Beweglichkeit. 
As 2°/, sehrschlechte Beweglichkeit, 
teils sterbend oder tot. 
Nooo Sehr gute Beweglichkeit. 


Nach 110 Minuten ist: 
N5o alles tot. 
As 2°/, sterbend oder tot. 


Nach 155 Minuten ist: 
N;o alles tot. 
Nooo meist sterbend, einige besser 
beweglich. 
As 2°/, fast tot. 
As 1°/, meist sterbend. 


Nach 70 Minuten ist: 
Njoo sehr starke Beweglichkeit. 
ASio9 tot oder im Sterben. 
Atioo alles tot. 


Nach 95 Minuten ist: 

N 1°/, sehr gute Beweglichkeit. 
As 1°/, mittlere, aber noch ganz 
gute Beweglichkeit. 

Njoo tot oder im Sterben. 


Nach 125 Minuten ist: 
Nooo schwach beweglich. 
N1%, 45 - 

Mt, ja 
Nioo alles tot. 


Nach 165 Minuten ist: 
Nooo fast alles tot. 


Versuch VIII. 


Blut von As,, und von N. 


21/ 
As?/ 59. 
1 
As? / 109: 
1) 
As?) a0: 


Nach 15 Minuten ist: 
Nso} 
Assof 


Nach 25 Minuten ist: 
Nioo starke Beweglichkeit. 
ASio9 tot oder im Sterben. 

Nach 40 Minuten ist: 
N 2°/, stark beweglich. 

As 2°/, weniger gut beweglich. 


schwache Beweglichkeit. 


Nach 50 Minuten ist: 

90 Mittlere Beweglich keit, einige 
weniger gut beweglich, keine 
toten. 


At 2/,. 
At 1°/,. 


Nach 20 Minuten ist: 
N 1°/) starke Beweglichkeit. 
As1°/, sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 35 Minuten ist: 
Nooo Schwache Beweglichkeit. 
A899 tot oder im Sterben. 


Nach 45 Minuten ist: 
N59 tot oder im Sterben. 
A859 tot. 

N1°/, mittlere Beweglichkeit. 
As 1°/, langsame a 


Nach 55 Minuten ist: 
A8:o9 tot oder sterbend. 
Nooo schwache Beweglichkeit. 
ASoo9 tot oder sterbend. 
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Nach 60 Minuten ist: 
N 2 °/, auBerst starke Beweglichkeit. 
As2°/, zumeist sterbend. 


Nach 75 Minuten ist: 
Nioo Schwach beweglich, zum Teil 
sterbend. 
Nooo sehr schwach beweglich. 


Nach 105 Minuten ist: 
N 1°/, schwach beweglich; 


M. Jacoby und A. Schiitze: 


Nach 70 Minuten ist: 
N1°/, sehr gute Beweglichkeit. 
As 1°/, tot oder sterbend. 


Nach 80 Minuten ist: 
N2°/, deutliche Beweglichkeit. 
As 2°/, meist tot. 


Nach 110 Minuten ist: 
Njoo tot oder sterbend. 
Nooo Sterbend. 
N2°/, tot oder sterbend. 


Nach 120 Minuten ist: 
N1°/, sterbend. 


Versuch IX. 
At,, und von N. 


Blut von As,,, 
As 1/50. 
As */100- 
As */99- 


Bei dem Versuch 


At 2°/,, 
At 1%, 


ist vielleicht ein Fehler dadurch ent- 


standen, da8 die Kochsalzlésung zur Herstellung der Arsen- 
Verdiinnungen noch etwas warm war. 


Nach 10 Minuten ist: 

N;o alles tot. 

A859 alles tot oder sterbend, einzelne 
besser beweglich. 

Ats) die meisten sterbend. 


Nach 30 Minuten ist: 
N 1°, deutliche Beweglichkeit. 
As 1°/, sehr rasche Beweglichkeit. 
At 1 °/, verlangsamte Beweglichkeit. 


Nach 45 Minuten ist: 
N 2°/, starke Beweglichkeit. 
As 2°/, mittlere Beweglichkeit. 
At 2°/, langsame Beweglichkeit. 


Nach 55 Minuten ist: 
N1°/, deutliche Beweglichkeit. 


Nach 25 Minuten ist: 
Nioo Schwache Beweglichkeit, ver- 
einzelt sterbend oder tot. 
ASio99 deutliche Beweglichkeit. 

Atyoo fast alles tot. 


Nach 35 Minuten ist: 
Nooo schwache Beweglichkeit oder 
sterbend. 


A8o99 schwache Beweglichkeit, 
einzelne tot oder sterbend. 


Atoo9 tot oder sterbend. 


Nach 50 Minuten ist: 
Nioo tot oder sterbend. 
AS;o9 schwache Beweglichkeit. 


Nach 60 Minuten ist: 
Nooo sterbend. 
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As 1°/, sehr starke Beweglichkeit. 
At 1°/, langsame Beweglichkeit. 


Nach 80 Minuten ist: 
A8;o9 schwache Beweglichkeit. 
N1°/, mittlere ‘is 

As 1 °/, sehr starke a 
At 1°/, tot, einzelne sterbend. 


Nach 105 Minuten ist: 


ASjo9 sehr schlechte Beweglichkeit. 


N1°/, zum Teil tot, zum Teil 
mittlere Beweglichkeit. 


Nach 115 Minuten ist: 
Nooo tot oder sterbend. 
N 2°/, schwache, teilweise starke 
Beweglichkeit. 
As 2°/, schwache Beweglichkeit. 


ASoo9 Schwach beweglich, zum Teil 
sterbend. 
Atooo tot oder sterbend. 
N2°/, starke Beweglichkeit. 
As2°/, mittlere om 
At2°/, tot oder sterbend, einige 
besser beweglich. 
Nach 90 Minuten ist: 
Nooo sehr schwache Beweglichke't. 
ASoo9 tot oder sterbend. 
N2°/, starke Beweglichkeit. 
As 2°/, mittlere ‘ 
At 2°/, tot oder sterbend. 


Nach 110 Minuten ist: 
As 1°/, sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 140 Minuten ist: 
A8;99 schwache Beweglichkeit, fast 
sterbend. 
N1°/, mittlere Beweglichkeit, teil- 
weise tot 


Nach 145 Minuten ist: 
As 1°/, starke Beweglichkeit. 


N 2°/, schwache 
As 2 °/, sterbend. 


” 


Versuch X, 
Blut von As,,, At,, und von N. 


Lésungen wie immer. 


Nach 15 Minuten ist: 


N;9 mittlere Beweglichkeit. 
A859 starkere ” 
Atso mittlere a 


Nach 25 Minuten ist: 


N1°/, starke Beweglichkeit. 
As 1 °/, enormstarke Beweglichkeit. 
At 1 % ” ” ” 


Njoo schwache Beweglichkeit, zum 
Teil sterbend. 

AS, 99 sehr starke Beweglichkeit. 

Atjo9 schwache Beweglichkeit, zum 
Teil sterbend, 


Nach 35 Minuten ist: 
Nooo schwache Beweglichkeit, zum 
Teil sterbend. 
A8yo) starke Beweglichkeit. 
Ato) mittlere Beweglichkeit. 
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Nach 45 Minuten ist: 


N 2 °/, enorm starke Beweglichkeit. 


90 
As 2 lo 


At 2°/, starke Beweglichkeit. 


” ” 


Nach 75 Minuten ist: 
N 1°/, starke Beweglichkeit. 
As 1°, sehr starke Beweglichkeit. 
At1%, ,, is “f 
Nooo tot oder sterbend. 
ASoo9 Starke Beweglichkeit. 


Nach 90 Minuten ist: 
At2°/, sehr starke Beweglichkeit. 


‘ 
AS < 0 ” ” ” 


Nach 110 Minuten ist: 
A809 starke Beweglichkeit. 
Atioo tot oder sterbend. 
N1°/, starke Beweglichkeit. 
Nach 120 Minuten ist: 
A809 mittlere Beweglichkeit. 
N 2°/, starke Fe. 
As2°, - 
At2°/, sehr starke Beweglichkeit. 


M. Jacoby und A. Schiitze: 


Nach 65 Minuten ist: 

tot oder sterbend. 

schwache Beweglichkeit. 
Ats9 tot oder sterbend. 

Nio9 Schwache Beweglichkeit. 
A899 Starke ” 

Atjo9 sehr schwache Beweglichkeit. 


Nach 80 Minuten ist: 


Atego tot oder sterbend. 
N2°/, starke Beweglichkeit. 


N50 
A85 


Nach 105 Minuten ist: 
As; sehr schwach beweglich, zu 
meist sterbend oder tot. 

Nioo sterbend oder tot. 


Nach 115 Minuten ist: 
As 1°/, starke Beweglichkeit. 
At1°/, sehr starke Beweglichkeit. 


Nach 135 Minuten ist: 
ASj99 tot. 
N1°/, mittlere Beweglichkeit. 
As 1°/, sehr starke Beweglichkeit. 
At1%, ,, “ ” 


Nach 140 Minuten ist: 
ASoo9 mittlere Beweglichkeit. 


N2%, 9 
As 2°/, starke 
At2°%, 4 


” 


Versuch XI. 


Blut von As,, und von N. 


Lésungen wie immer. 
Nach 20 Minuten ist: 
aa? Hot oder sterbend. 


ASso 


Nach 25 Minuten ist: 

Nioo tot. 

Asi99 tot oder schwache Beweglich- 
keit. 

Nooo tot oder sterbend. 

A8oo9 tot oder sterbend, zum Teil 
schwach beweglich. 
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Betrachten wir diese Versuche zusammenfassend, so scheint 
es uns zunachst nétig, nur Resultate ein und desselben Ver- 
suchs zu vergleichen, da nur dann die Sicherheit. iibereinstim- 
mender Bedingungen gegeben ist. Die Fehlerquellen der mikro- 
skopischen Beobachtung sind bei geniigender Ubung und Zahl 
der Einzelbeobachtungen nicht stérend, wohl aber darf man 
nicht vergessen, da®B sicherlich auch die Trypanosomen der- 
selben Maus je nach dem Stadium der Infektion in ihrer Empfindlich- 
keit schwanken werden und daB es daher kaum méglich sein wird, 
zwei Mause in genau dem gleichen Stadium der Infektion zu 
untersuchen. Hierin wird immer eine Schwiche der Reagens- 
glasversuche bestehen. Allerdings haben wir diesen Mangel 
dadurch méglichst abzuschwichen versucht, daB wir den Mausen 
das Blut erst bei vorgeschrittenster Infektion entnahmen. Auf 
diese Weise war es auch am ehesten mdglich, UnregelmaBig- 
keiten zu vermeiden, die etwa durch den verschieden grofen 
Reichtum des Blutes an Trypanosomen hitte entstehen kénnen. 

Die Durchsicht der Reihen ergibt nun: 

In 4 Versuchen waren Arsentrypanosomen weniger empfind- 
lich als Normaltrypanosomen gegen arsenige Saure. 

In 4 Versuchen waren Arsentrypanosomen empfindlicher als 
Normaltrypanosomen gegen arsenige Saure. 

In 3 Versuchen war die Empfindlichkeit der Arsentrypano- 
somen und der Normaltrypanosomen gegen arsenige 
Saure gleich. 

Versuchen waren Atoxyltrypanosomen weniger empfind- 
lich als Normaltrypanosomen gegen arsenige Saure. 
Versuchen waren Atoxyltrypanosomen empfindlicher als 
Normaltrypanosomen gegen arsenige Saure. 

Versuche war die Empfindlichkeit der Atoxyltrypano- 
somen und der Normaltrypanosomen gegen arsenige 
Saure gleich. 


Versuchen war die Empfindlichkeit der Arsentrypano- 
somen gleich der Empfindlichkeit der Atoxyltrypano- 
somen gegen arsenige Saure. 
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In 1 Versuche waren die Arsentrypanosomen weniger emp- 
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In 


In 


In 


In 


In 


In 
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findlich als Normaltrypanosomen gegen Atoxyl. 
Versuche waren die Arsentrypanosomen empfindlicher 
als die Normaltrypanosomen gegen Atoxyl. 

Versuchen war die Empfindlichkeit der Arsentrypano- 
somen gleich der Empfindlichkeit der Normaltrypano- 
somen gegen Atoxyl. 


Versuche waren die Atoxyltrypanosomen weniger emp- 
findlich als die Normaltrypanosomen gegen Atoxy]l. 
Versuchen waren die Atoxyltrypanosomen empfindlicher 
als die Normaltrypanosomen gegen Atoxyl. 

Versuche war die Empfindlichkeit der Atoxyltrypano- 
somen gleich der Empfindlichkeit der Normaltrypano- 
somen gegen Atoxyl. 


Versuchen waren die Arsentrypanosomen weniger emp- 
findlich als die Atoxyltrypanosomen gegen Atoxyl. 
Versuche waren die Arsentrypanosomen empfindlicher 
als die Atoxyltrypanosomen gegen Atoxyl. 


Die mit arseniger Saéure resp. mit Atoxyl behandelten, 
noch nicht arsenfesten Stamme haben also keine Unter- 
schiede in ihrem Verhalten zu den Arsenpraparaten gegeniiber 
normalen Trypanosomen im Reagensglas gezeigt, jedenfalls sind 
sie nicht im Reagensglas arsenfest. Méoglicherweise wechselt 
bei der Behandlung die Empfindlichkeit in dem Sinne, da 
wie bei der Immunisierung von héheren Tieren Stadien der 
Uberempfindlichkeit der Immunitit vorausgehen. Die Versuche 
sollen uns als Kontrollversuche fiir die Beobachtungen an arsen- 
festen Stammen dienen, die wir anstellen werden, sobald unsere 
Stémme hinreichend hierzu vorbereitet sind. 























Biochemische Umwandlung der Glutaminsaure 
in n-Buttersaure. 


Von 
W. Brasch und C. Neuberg. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitat Berlin.) 


Durch Faulnisbakterien werden die Proteine in ahnlicher 
Weise wie durch hydrolysierende Enzyme gespalten, d. h. es 
kommt wenigstens intermediér zu einer Bildung von Amino- 
siuren. An diesen kénnen die Faulnisbakterien dann eine 
doppelte Veranderung verrichten, deren erste in einer Des- 
amidierung, deren zweite in einer Kohlensaureabspaltung besteht. 
Dabei findet die Dekarboxylierung vorzugsweise bei den stark 
basischen Produkten, den Diaminosauren, statt, die Loslésung 
der Aminogruppe bei den Monoaminoséuren. So ist die Bildung 
von Aminen und Diaminen einerseits, von aliphatischen und ge- 
mischt-fettaromatischen Saéuren andrerseits zu deuten. 

Neuberg und Rosenberg’), welche die bei der Faulnis, 
speziell des Caseins auftretenden freien Fettsdéuren einer frak- 
tionierten Trennung unterworfen haben, fanden, da8 mehr als 
ein Drittel der gesamten, aus 1 kg Casein erhaltenen fliichtigen 
Fettsiuren aus der normalen Butterséiure bestand. 

Es ist nun ganz ausgeschlossen, daB diese Bildung von 
n-Buttersiure auf eine durch Faulnis bewirkte Desamidierung 
von Amino-n-buttersiure zuriickzufiihren ist. Denn die letztere 
findet sich in der Natur duBerst selten und sparlich, und die 
alte Angabe von Schiitzenberger, der sie aus verschiedenen 
EiweiSkérpern durch Erhitzen mit Barythydrat erhalten haben 
wollte, konnte durch spatere Untersuchungen nicht bestatigt 


1) Diese Zeitechr. 7, 178, 1907. 
20* 
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werden, E. Fischer und A. Skita’) halten es fiir wenig wahr- 
scheinlich, daB sie Schiitzenberger iiberhaupt je in Hianden 
gehabt hat. Wenn im vorliegenden Falle die Buttersiure aus 
einer im Casein praformierten Aminobuttersiure entstanden wire, 
so miifSte die letztere etwa den dritten Teil der Monamino- 
siuren des Caseinmolekiils ausgemacht haben. Eine derartige 
Annahme verbietet sich nach den vielen genauen Untersuchungen, 
welchen das Casein namentlich E. Fischer und E. Abder- 
halden unterzogen haben, von selbst. Es muB8te also eine 
andere Muttersubstanz fiir die durch die Faulnis entstandene 
Butterséure vorhanden sein, und hier kommt, wie schon friiher 
Neuberg und Rosenberg ausgefiihrt haben, vor allem eben 
die Glutaminsiaure in Betracht. 

Wir haben nun die bereits angekiindigten Faulnisversuche 
mit reiner Glutaminsaéure ausgefiihrt und tatsichlich ihren 
Ubergang in n-Buttersiure festgestellt. 

Beziiglich der chemischen Seite dieser Umwandlung sei auf 
die friiheren Ausfiihrungen von Neuberg?*) verwiesen. 

Es tritt also bei der Glutaminsaurefiulnis Ersatz der Amino- 
gruppe und Loslésung von Kohlenséure am selben C-Atom ein: 
COOH — CH, — CH, — CHNH, — COOH — 

COOH — CH, — CH, — CH, 


Ob die beiden Prozesse, Desamidierung und Kohlensiure- 
abspaltung, gleichzeitig erfolgen, oder ob die erstere letzterer 
vorangeht, ist unentschieden. Gegen eine Bildung von Glutar- 
siure in gréBerem Umfange spricht nach Neuberg und Rosen- 
berg die Erfahrung, da8 Glutarsiure héchstens in Spuren bei 
der Faulnis selbst sehr glutaminsiurereicher Proteinstoffe auf- 
tritt. Auch im vorliegendem Falle haben wir vergebens auf 
Glutarsiure unter den nichtfliichtigen Produkten der gefaulten 
Glutaminsaiure gefahndet. 

Die angewandte Glutaminsiure war auf die gewdhnliche 
Art aus Casein dargestellt, bestand also aus der d-Siure. Die 


1) E. Fischer und A. Skita, Zeitschr. f. physiol. Chem. 33, 
188, 1901. 

2) C. Neuberg, Sitzungsber. d. Kgl. PreuB. Akad. der Wissen- 
schaften, Tagung vom 16. Mai 1907; siehe auch C. Neuberg und 
E.. Rosenberg, I. c. 
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Faulnis selbst wurde in derselben Weise, wie es bei EiweiB- 
kérpern iiblich ist, angesetzt. Zur Orientierung diente folgender 
Versuch: 


5g Glutaminsaure wurden in 250 com Wasser gelést, mit Soda 
gerade alkalisch gemacht und mit einigen Tropfen Faulnislésung') 
versetzt. Schon nach wenigen Tagen lieB sich das Auftreten 
von fliichtiger Fettséure daran konstatieren, daB eine Probe beim 
Erwarmen mit verdiinnter Schwefelsiure saure und intensiv 
nach Buttersaiure riechende Dampfe entwickelte. Nach ungefaihr 
20taigigem Verweilen im Brutschranke wurde mit verdiinnter 
Schwefelsiure angesiuert und am absteigenden Kiihler abdestilliert. 
Das Ubergegangene, das stark nach Fettsiuren roch, wurde dann mit 
Soda schwach alkalisch gemacht, in verdiinnter Lésung zur 
Fallung von Chloriden mit Silbernitrat versetzt und aufgekocht, 
filtriert, das chlorfreie Filtrat eingeengt, abermals filtriert und mit 
konzentrierter Silbernitratlésung ausgefallt. Es schied sich ein 
reichlicher weiBer Niederschlag ab, der abfiltriert und mit Wasser, 
Alkohol und Ather ausgewaschen wurde. Am anderen Morgen 
war die Fallung, die iiber Nacht im Exsiccator gestanden hatte, 
stark geschwarzt, was auf einen Gehalt an Ameisensaure zuriick- 
zufiihren war. Sie wurde deshalb fein zerrieben und in ca. 100 ccm 
Wasser suspendiert, eine halbe Stunde in einem Kolben gekocht 
und dann mit Schwefelsiure zerlegt. Nach dem Erkalten wurde 
filtriert und die freie Saure mit Ather extrahiert, der Ather- 
auszug verdunstet, der Riickstand mit verdiinntem Ammoniak 
aufgenommen, dessen Uberschu8 verdampft und dann mit kon- 
zentriertem Silbernitrat ausgefallt. Da durch Selbstreduktion 
des urspriinglichen Silbersalzes die Ameisenséiure zerstért war, 
blieb die zweite Silberfallung wei8 und stellte nach der Analyse 
reines buttersaures Silber dar. 


0,1168 g (im Porzellantiegel gegliiht) ergaben 0,0650 Ag. 
Berechnet fiir C,H,O,Ag : Ag = 55,38°/,. 
Gefunden : Ag == 55,65°/,. 


Nachdem auf diese Weise die Bildung von Buttersiure 
aus Glutaminsiure festgestellt worden war, wurde unter Be- 


1) Nach Vorschrift von E. Salkowski, Praktikum, 3; Auflage, 
1906, S. 227; 
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riicksichtigung der quantitativen Verhaltnisse folgender Versuch 
ausgefiihrt: 

5,0 g Glutaminséure wurden in 500 ccm Wasser gelést und 
in der angegebenen Weise mit Natriumcarbonat und Faulnis- 
lésung versetzt. Nach vierwéchentlichem Stehen bei 38° wurden 
250 ccm der Fliissigkeit mit verdiinnter Schwefelsdure angesauert 
und unter gleichzeitiger direkter Erhitzung mit Wasserdampf 
destilliert. Das Abtreiben der fliichtigen Siuren nahm etwa 
32 Stunden in Anspruch. Die Gesamtmenge des Destillates 
betrug 2655 ccm. Dasselbe gebrauchte zur Neutralisation 
81,0 ccm ®/,-NaOH. 

Um Verluste durch Dissoziation zu vermeiden, wurden 
noch 19,0 cem "/,-NaOH zugegeben und die gesamte Fliissig- 
keit in einer Porzellanschale auf dem Wasserbade auf ca. 40 ccm 
eingeengt. 

Die Lésung wurde nun in einen Rundkolben iibergespiilt, 
mit 20,0 ccm Doppeltnormalschwefelsiure angesdiuert, zur Zer- 
stérung der Ameisensiure mit 4g festem Mercurisulfat ver- 
setzt und eine halbe Stunde am RiickfluBkihler in gelindem 
Sieden belassen. Unter deutlicher Kohlensdureentwicklung 
schied sich schwer lésliches Quecksilberoxydulsalz aus, das 
nach dem Erkalten abfiltriert wurde. Das in der Fliissigkeit 
befindliche Quecksilber wurde dann mit Schwefelwasserstoff aus- 
gefallt, der absorbierte Anteil desselben durch einen kraftigen 
Luftstrom ausgetrieben, die Schwefelsiure darauf mit warmem 
Barytwasser und dessen Uberschu8 durch Einleiten von Kohlen- 
siure entfernt. Die klare Lésung wurde nunmehr auf etwa 
25 com eingeengt, wobei sich etwas Bariumcarbonat abschied. 
Unter Zugabe einiger Tropfen verdiinnter Silbernitratlisung, 
die Spuren von Chloriden niederschlug, wurde aufgekocht und 
filtriert und dann mit konzentrierter Silbernitratlésung ausgefiallt. 

Der reichliche, feinkrystallinische Niederschlag wurde nach 
2stiindigem Stehen abgesaugt, mit kaltem Wasser und absolutem 
Alkohol ausgewaschen. Vor Licht geschiitzt schwarzte er sich 
nicht und bestand aus reinem Silberbutyrat. Die so isolierte 
Menge desselben betrug 1,93 g (= 0,878 g Buttersiure). 
0,1077 g Substanz ergaben 0,0598 g Ag, 

0,1711 ,, pa » 09,1556 g CO,, 0,0523 g H,O und 
0,0949 g Ag (als Riickstand) 
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C,H,0,Ag berechnet: C = 24,62°/,; H == 3,58°/,; Ag == 55,38°/,. 
gefunden: C = 24,80°/,; H == 3,39°/,; Ag = 55,48°/, 
u. 55,44°/,. 

Um zwischen den beiden méglichen isomeren Buttersiuren 
zu entscheiden, wurde der Rest des Silberbutyrates in das 
Calciumsalz verwandelt. Letzteres zeigte die bekannten Eigen- 
schaften des normalen Butyrates. 

Die Ausbeute an Buttersiure betrug 58,6°/, der Menge, 
die theoretisch aus Glutaminsiure entstehen kann. Bedenkt 
man, da8 an den verschiedensten Stellen Verluste unvermeid- 
lich sind, so ist die Buttersiurebildung aus Glutaminsiure als ein 
relativ glatt und reichlich verlaufender Vorgang zu bezeichnen. 

Aus den Daten fiir die Gesamtaciditat und fiir das schlieB- 
lich isolierte buttersaure Silber konnte man einen ungefaihren 
RiickschluB auf die Quantitat der bei der Glutaminsiaurefaulnis ent- 
standenen Ameisensaure ziehen; ihre Menge betrug schatzungs- 
weise ad maximum 36°/, der Theorie (uriter der Voraussetzung, 
da8 1 mol. Glutaminsiure 1 mol. Ameisenséure abspaltet). 

Fiir die Bildung anderer Fettséuren bei der Glutamin- 
siurefiulnis haben wir keinerlei Anhaltspunkte gefunden. 

Die bei der Wasserdampfdestillation zuriickgebliebene 
schwefelsaure Lésung der nicht fliichtigen Faulnisprodukte wurde 
auf etwa 75ccm eingeengt, mit Ammoniumsulfat nahezu ge- 
sittigt und einer erschépfenden Extraktion im Zelmanowitz- 
schen Apparat’) mit Ather unterworfen. Der innerhalb 52 Stun- 
den erhaltene Atherauszug hinterlieS’ nach dem Verdunsten 
einen beinahe farblosen Riickstand, der beim Aufbewahren iiber 
Schwefelsiure bis zum nachsten Tage fast vdéllig krystallisierte. 
Durch Verreiben mit wenig kaltem Ather konnten die Krystalle 
isoliert werden. Ihre Menge betrug 0,043¢. Nach dem Um- 
krystallisieren aus heiBem Wasser bildeten sie prismatische 
Nadelchen und zeigten den Schmelzpunkt 180 bis 181°; sie be- 
standen also aus Bernsteinsaéure, deren Eigenschaften sie 
auch sonst aufwiesen. Glutarsiure, die durch einfache Des- 
amidierung der Glutaminsdure hatte gebildet werden kénnen, 
war nicht entstanden; sie schmilzt mehr als 80° niedriger (bei 
97°) und bildet flache monokline Tafeln. 


1) Diese Zeitschr. 1, 253, 1906. 
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Im Verlaufe dieser Untersuchungen hat sich herausgestellt, 
da8 die Butterséiurespaltung der Glutaminsdure in verdiinnten, 
etwa 1°/,igen Lésungen allem Anscheine nach am vollstandigsten 
vor sich geht. Denn die Faulnis einer 5°/,igen Lisung gab 
eine geringere Ausbeute an buttersaurem Silber. Auch hier 
wurde Glutarsiure im nicht fliichtigen Anteile vermi®t und an 
statt ihrer eine ebenfalls geringere Menge Bernsteinsiure ge- 
funden. Ein Teil der Glutaminséure war hier iibrigens unzer- 
legt geblieben (nach genauer Entfernung der Schwefelsaiure mit 
Baryt usw. und Konzentration durch gasférmige Salzsaure fallbar). 

SchlieBlich sei hier noch tiber einen Fiaulnisversuch mit 
Glutarsaure selbst berichtet: 

5 g Glutarsiure wurden mit Soda neutralisiert und in 
gleicher Weise wie die Glutaminsiure zur Faulnis angesetzt. 
Es war jedoch nach Verlauf von nahezu drei Wochen beim 
Kochen mit verdiinnter Schwefelsiure eine fliichtige Fettsiure 
aus der Fiulnislésung durch Destillation nicht zu erhalten. 
Von dem Gedanken ausgehend, da8 vielleicht die Faulnis in 
Gegenwart von Ammoniak leichter eintrite, wurde eine zweite 
Portion Glutarsiure mit NH, neutralisiert usw., doch entstand 
auch bei diesem Versuche keine fliichtige Fettsaure. 

Unter diesen Bedingungen scheint also Glutarsiure nicht 
zu Buttersiure zu werden, wahrend Glutaminsaiure durch die 
einfache Zelle der Fiaulniserreger leicht diese Umwandlung er- 
fahrt. Die Glutaminsiure ist eines der hiufigsten Spaltungs- 
produkte der Proteine, und es ist wahrscheinlich, daB sie nicht 
nur eine Quelle der Buttersiure bei der Fiulnis, sondern bei 
zahlreichen anderen Giarungsvorgiangen ist, wo EiweiBstoffe oder 
ihre Spaltungsprodukte bez. deren Amide vorhanden sind und 
wo man Buttersiure antrifft. Neben der bekannten synthe- 
tischen Bildungsweise der Buttersiure aus stickstofffreiem 
Material, aus Zuckerarten sowie aus Glycerin und Milchsiure’), 
giebt es unzweifelhaft eine Entstehung durch Abbau stick- 
stoffhaltiger Substanzen. Daf die Glutaminsiure iiber die 
Stufe der Buttersiure mit der /-Oxybuttersiure und den iibrigen 
Acetonkérpern in Beziehung treten kann, ist selbstverstiandlich. 


1) Vergl. E. Buchner u. J. Meisenheimer. Ber. d. deutsch. 
chem. Ges. 41, 1410, 1908. 











Chemische Umwandlungen durch Strahlenarten. 
I, Mitteilung. 
Katalytische Reaktionen des Sonnenlichtes. 
Von 
Carl Neuberg. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts 
der Universitit Berlin.) 


Die groBe Bedeutung des Lichtes fiir die Vorginge im 
pflanzlichen und tierischen Organismus ist seit langem bekannt, 
die uralte therapeutische Verwertung der Strahlenarten wird 
wieder in den letzten Jahren besonders eifrig gepflegt. Trotz 
der unzweifelhaft feststehenden biologischen Wirkung des Lichtes 
— es sei nur an die Untersuchungen von Pfeffer, Engel- 
mann, de Vries, v. Tappeiner und Jodlbauer, Straub, 
W. Ostwald u. a. erinnert — sind unsere Kenntnisse der sich 
dabei vollziehenden chemischen Reaktionen 4uferst gering. 
Der Grund dafiir liegt in dem Umstande, daB die direkte 
Lichtempfindlichkeit nur fiir verhaltnismaBig wenige Substanzen 
einen solchen Grad erreicht, daS Verainderungen in kirzerer 
Zeit eintreten. 

Es fehlt nicht an einzelnen Beobachtungen iiber chemische 
Lichtwirkungen; auBer den photographischen Reaktionen sind seit 
Mitscherlich sowie Bunsen und Roscoe von Duclaux, 
C. Liebermann, W. Marckwald, C. Engler, Fenton,Stobbe, 
E. Schulze u. E. Winterstein, Sachs, Luther, Weigert 
u. a. entsprechende Befunde mitgeteilt worden. Die bedeutendste 
Erweiterung unserer Kenntnisse von den chemischen Lichtwir- 
kungen verdanken wir aber in den letzten Jahren den Arbeiten von 
Ciamician und Silber. Jedoch selbst unter der Gunst der 
italienischen Sonne erfordert der Eintritt der von den beiden 
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bologneser Forschern beobachteten Umwandlungen durch das 
Licht in der Mehrzahl der Fille Monate und sogar Jahre der 
Bestrahlung. 

Fiir den Biologen bieten ein ungleich gréBeres Interesse 
soleche Lichtreaktionen, die sich innerhalb von Minuten und 
Stunden vollziehen, d. h. innerhalb einer Spanne, in denen die 
physiologischen Strahlenwirkungen zustande kontmen. 

Es 146t sich nun fiir die organischen Verbindungen folgern, 
daB sie bei Zufuhr geniigender Lichtenergie in Beriihrung mit 
der atmosphirischen Luft saimtlich photosensibel sein miissen. 
Daher war zu erwarten, da8 bei Zusatz eines geeigneten 
Katalysators diese Lichtwirkung nachweisbar sein miisse. 

In der Tat fand ich im Uranoxyd und seinen Salzen einen 
Stoff, der in zahlreichen Fallen zu dem gewiinschten Ziele fiihrt. 

Im folgenden sei zunichst eine Ubersicht iiber die mannig- 
fachen Veranderungen gegeben, die ich im Sonnenlichte bei 
Gegenwart von Uranylverbindungen beobachtet habe. 

Uranylsulfat, -acetat, -nitrat usw. oder eine Lésung von 
Uranoxyd in der zu untersuchenden Substanz kénnen dabei 
benutzt werden. 

Die Versuche sind simtlich in wasseriger Lésung angestellt, 
um die Bedingungen so einfach wie mdglich zu gestalten und 
komplizierte sekundire Reaktionen mit dem Lésungsmittel aus- 
zuschlieBen, und zwar sind sie zumeist in der Weise vorgenommen, 
daB in 100 ccm Wasser, das */, bis 1°/, Uransalz enthielt, 1 bis 
5 g der betreffenden Substanz gelést waren. 

Die Fliissigkeiten wurden unter LichtabschluB bereitet und 
in gewdhnlichen GlasgeféBen den Sonnenstrahlen exponiert, 
wahrend Proben im Dunkelzimmer in einer locker schlieBenden 
Blechhiilse aufbewahrt wurden. Eine zweite Kontrollreihe wurde 
ohne Zusatz von Uranverbindungen angesetzt. 

Je nach der Intensitét der Sonnenstrahlung und dem indi- 
viduellen Verhalten der Substanz kann man in den belichteten 
uransalzhaltigen Proben in wenigen Minuten oder einigen 
Stunden den Eintritt betrachtlicher Veranderungen feststellen. 
Dieselben sind haufig von deutlichen Farbenumschlagen begleitet, 
indem die anfangs durch das Uransalz gelbgefarbten Fliissigkeiten 
blaugriin, griin, braun, orangerot oder schwarz werden; 6fter 
kommt es auch zur Ausscheidung unléslicher Uranverbindungen, 
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die ebenfalls alle Nuancen der erwahnten Farbenskala auf- 
weisen kénnen. Die Lésungen, die anfangs vollkommen geruchlos 
sind, nehmen dabei vielfach einen ausgesprochenen Geruch an 
(z. B. bei Alanin, Asparaginsiure, Camphersaure, Phenol- und 
Mentholglucuronsaure, Weinsiure, Apfelsiure usw.) und enthalten 
dann neue, durch die Lichtwirkung entstandene Substanzen. 

Die im Dunkeln aufbewahrten uranhaltigen Proben da- 
gegen weisen weder Veranderungen der Farbe und des Geruches 
noch chemische Umwandlungen auf, selbst bei mehrwéchentlicher 
Aufbewahrung nicht. 

Ebenso werden die uranfreien Lésungen im Sonnenlichte 
nicht angegriffen. 

Dadurch sind die hier beschriebenen Erscheinungen als 
katalytische Lichtreaktionen gekennzeichnet. 


Veriinderungen einiger bei Gegenwart von Uransalzen gegen 
Sonnenlicht empfindlichen Substanzen. 





Natur des bei der Belichtung Po age wl 

‘ ; K6rpers oder Angabe von Eigenschaften, welche 

oe. Ausgangssubstans das Reaktionsprodukt zum Unterschiede vom 
Ausgangsmaterial besitzt. 


1. Methylalkohol....... Formaldehyd (Geruch, Farbenreaktionen, 
Diphenylendihydrazon). 

2.,Athylalkohol........ Acetaldehyd (im Destillat Geruch, Reak- 
tion von Rimini, Silberspiegel). 

3.| Benzylalkohol ....... Benzaldehyd (Geruch und Phenylhydra- 
zon im Destillat). 

4. Athylenglykol ....... Glykolaldehyd (Phenylosazon, Reduktion 


von Fehlingscher Lisung in der Kalte), 
daneben Acetaldehyd und Spuren von 
Glyoxalsiure. 

Ri MOR a ig bee Glycerose, vorwiegend Glycerinaldehyd 
(Glycerosazon, Reduktion von Fehling - 
scher Lésung schon in der Kilte, keine 
Resorcinprobe, positive Phloroglucin- 


reaktion). 
6.| m-Erythrit......... Erythrose (Erythrosazon). 
LEE gp eeretveses Pentosen (Pentosazon, Farbenreaktionen). 
Oe eo se d-Mannose, schwache Seliwanoffsche 


Probe, reichlich Mannosehydrazon. Da- 
neben tritt bemerkenswerterweise die 
Orcinreaktion auf, was auf einen wei- 
teren Abbau hindeutet. 








C. Neuberg: 





Nr. Ausgangssubstanz 


®.|m-Imosit .:...... Ze 
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11. Aceton‘ausderBisulfitverb. 

















12. d-Weinsfure .:...::. 
13. | d-Zuckerséure::..... 
14.|Apfelsiure.....:... 
15.| Fumarséure ......:. 
16.| Maleinsfure ........ 
17. | Citronenséure ;:..... 
18. | Essigsiure ..... o 33 


chem. Ges. 41, 1788, 1908) mit 


Natur des bei der Belichtung entstandenen 

Korpers oder Angabe von Eigenschaften, welche 
das Reaktionsprodukt zum Unterschiede vom 

Ausgangsmaterial besitzt. 

Starke Reduktion von Fehlingscher Lé- 
sung. Positive Reaktion mit Naphto- 
resorcin'), die nach 24 Stunden wieder 
versch windet. 

Reduktion von Fehlingscher Lésung 
schon in der Kilte. Atypische griine 
Naphtoresorcinreaktion: 

Starke Reduktion von ammoniakal.-alkal. 
Silberlésung, die das Ausgangsmaterial 
nicht zeigt. Schwache Reduktion von 
Fehlingscher Lésung. Mit Naphto- 
resorcin in Ather unlésl. Fuchsinfarbung. 

Glyoxal, ferner Ketoséuren,Reduktion von 
Fehlingscher Lésung in der Kilte. 
Auferordentlich starke Reaktion mit 
Naphtoresorcin. Die Fliissigkeit riecht 
nach Caramel und zugleich obstartig. 

Weinsiuredialdehyd(?), ferner Ketosauren, 
positive Reaktion mit Orcin und Naphto- 
resorcin. 

Reduktion von Fehlingscher Lésung 
schon in der Kalte, Geruch nach Kara- 
mel, anfangs positive, spiter negative 
Reaktion mitNaphtoresorcin. MitPheny}- 
hydrazin kleine Mengen vom Osazon 
der Oxybrenztraubensiure (bzw. des 
Mesoxalsaurehalbaldehyds). 

fuanie von Fehlingscher Lésung in 
der Warme, schwach positive Reaktion 

\ mit Naphtoresorcin. 

Reduktion von Fehlingscher Lésung; 
obstartiger Geruch; 

Glyoxalsaure (Naphtoresorcinprobe, Reak- 
tion mit Indol und Tryptophan), jedoch 
bei starkem UberschuB an Essigsiure 
erst nach 24 Stunden. 


1) Unter positiver Naphtoresorcinreaktion ist hier und im folgenden 
stets die Bildung eines in Ather mit roter bis blauvioletter Nuance lés- 
lichen Farbstoffes verstanden, wie er nach B. Tollens (Ber. d. Deutsch. 


d-Glucuronséure und nach J. A. Mandel 


und C. Neuberg (diese Zeitschr. 13, 148, 1908) auch mit anderen Alde- 
hyd- sowie Ketosiuren erhalten wird. 
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Natur des bei der Belichtung entstandenen 
Kérpers oder Angabe von Eigenschaften, welche 
das Reaktionsprodukt zum Unterschiede vom 


Nr. Ausgangssubstanz 
j Ausgnagematerial besitzt. 


19. | | d-Camphersaure (1; 150). | Reduktion von Feblingecher Lésung in 
der Wirme. Nach wenigen Minuten der 
| Belichtung tritt ein an Thujon und Men- 
| thon erinnernder Geruch auf; es schei- 
| det sich beim Stehen ein griines Salz aus. 
| Beim Abdestillieren geht der riechende 
| Ké6rper in Form von Oltrépfchen iiber, 
| die aus dem mit Ammonsulfat gesit- 
tigten Destillat sich als Schicht absetzen. 
90.|d-Gluconséure....... | Peneene, daneben Aldehyd- oder Keto- 
siure, die ein basisches orangefarbenes 
| Bariumsalz gibt. Enorme Naphtoresor- 

| cinreaktion. 
21.|Saccharin (Péligot) .. . .| Reduktion von Fehlingscher Lésung in 
| | der Kalte; mit Orcin plus Amylalkohol 


gro ts 


4 
4 
| 

i 
i 
ih 


to 


| | anfangs rote, spiter griine Farbung, 





deren Spektrum im Rot und Gelb je 4 
einen scharfen:Streifen aufweist. i 
I 92.|d,1-Milchsiure....... | Acetaldehyd. 7 
ae OS aes | 1-Xyloson. hg 
ee Peers © | d-Glucoson, positive Pentosenreaktion mit a: 
} | | Orein (!). a 
4 OG (Greate. kw 8 Oson. 
Svar Sk a oe Maltoson (?), Traubenzucker. 
27.) mene | Inversion, daneben geringe Mengen von 
| Oson. 
J eee eee Inversion, daneben geringe Mengen von 
Osonen. 
29.| a-Methylglucosid ..... | Hydrolyse, Traubenzucker, d-Glucoson ( ?). 
30.|Stérke ......5.05. | Reduzierende Kohlehydrate, stark positiver 
| | Ausfall d. typisch.Naphtoresorcinreaktion. 
eee ree Reduzierende Kohlehydrate. 
8) eae | d-Fructose neben wenig Oson. 
33. | Urochloralsiure ...... Hydrolyse, Reduktion von Fehlingscher 
Lésung in der Kalte. 





34. | Phenolglucuronsiure .. .| Hydrolyse, Reduktion von Fehlingscher 
A Lésung in der Kilte, freies, schon am 
Geruche kenntliches Phenol, das aber 
offenbar z. T. weiter umgewandelt wird. 
35. | Mentholglucuronsaure. . ‘| Hydrolyse, Reduktion von Fehlingscher 
| Lésung in der Kilte. Bereits nach 2 Mi- 
nuten der Belichtung tritt Mentholge- 
| uch auf, nach 36 Stunden fallt Menthol 
| krystallinisch aus. Bei lingerem Stehen 
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nimmt das Reduktionsvermégen wieder 
deutlich ab. 
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36. 


45. 


47. 


48. 


Nr. | 


37. 


38. 


39. 
40. 


41. 


43. 


. | d-Glutaminsaure 


Ausgangssubstanz 


| 
I 


Amygdalin 


“* © © @ FB wwe 


HCl-Glucosamin 


Glykokoll 


6+ ee a. 6 & Be 


d, l-Alanin 
d, l-a-Amino-n-buttersaure 


6.0 ws © €-3e4 


Leucin (Gemisch der natiir- 
lichen Isomeren) .... 


. |d,l-Phenyl-aminoessigsaure 


1-Asparaginsiure 


“eee @ @ 





ery = 


1-Cystin (gelést in HCl); . 


1-Tyrosin (gelést in HCl) . 


Natur des bei der Belichtung entstandenen 
Kérpers oder Angabe von Eigenschaften, welche : 
das Keaktionsprodukt zum Unterschiede vom : 


Ausgangsmaterial besitzt. 


| Hydrolyse, Reduktion von Fehlingscher 
Lésung. Nach mehreren Minuten tritt 
schon der Bittermandelélgeruch stark auf. 

Reduktion von Fehlingscher Lésung in 
der Kilte, schwache Orcinreaktion; 
starke, aber atypische Naphtoresorcin- 
probe mit schwachem schmalem Streifen 
im Rot und starkem im Griin, der mehr 
nach dem blauen Ende hin verschoben 
ist als das gewohnliche Band. 

Formaldehyd, Glyoxalsiure, Abspaltung 
von Ammoniak. 

Acetaldehyd, Abspaltung von Ammoniak. 

Geruch nach Propionaldehyd, der nach 
einiger Zeit wieder verschwindet. 


Valeraldehyd, Ammoniakabspaltung. 
Geruch nach Benzaldehyd, der im Destil- 


late erscheint. ' 
Caramelgeruch, Ammoniakabspaltung, star- 
kes Reduktionsvermégen gegeniiber : 


Fehlingscher Mischung u. ammoniaka- 
lischer Silberlésung; mit Phenylhydra- 
zin Osazon der Oxybrenztraubensiure, 
daneben vielleicht Ketosiiuren der 4- 
Kohlenstoffreihe. 

Es fallt ein graugriiner Niederschlag aus, 
der Fehlingschen Lésung stark in der 
Warme, gelinde schon in der Kilte 
reduziert. Schwache Naphtoresorcin- 
probe. 

Starke Reduktion von Fehlingscher Lé- 
sung schon in der Kalte, Abspaltung 
von Ammoniak, positive Naphtoresor- 
cinprobe. 

Starke Reduktion von Fehlingscher Lé- 
sung schon in der Kilte. 

Reduktion von Fehlingscher Lésung, 
Naphtoresorcinreaktion angedeutet. 


Reduktion von heiBer Fehlingscher Lé- 
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| Natur des bei der Belichtung entstandenen 
Kérpers oder Angabe von Eigenschaften, welche 
das Reaktionsprodukt zum Unterschiede vom 
Ausgangsmaterial besitzt. 


Ausgangssubstanz 


Zz 
* 





49. | Histidindichlorid. .... . Schwache Reduktion von ammoniakalisch- 
alkalischer Silberlésung; beim Erwirmen 
mit Fehlingscher Mischung weiBer Nie- 
derschlag, wihrend die iiberstehende 
Fliissigkeit bei vorsichtiger Zugabe der 
Kupferlésung eine biuretihnliche Farbe 
annimmt. 

50.| Tryptophan ;....... Fliichtiger, aldehydahnlicher Korper der 

Indolreihe (Indylacetaldehyd ?). 

51. HCl-Athylendiamin . . . . Schwacher Silberspiegel, atypische Naph- 
toresorcinprobe mit fuchsinartiger Farbe 
und Fluorescenz sowie undeutlichem, 

schmalem Streifen in Griin. 
52.|HCl-Guanin ........ Voriibergehend fallt die Naphtoresorcin- 
probe positiv aus, spaiter jedoch negativ. 

PaO a + 6+ « % 4048 Reduktion von Fehlingscher Lésung, 

schwache Orcinreaktion, Zunahme der 
| Aciditat. 

54.|Triolein (Emulsion unter Reduktion von Fehlingscher Lésung, 

Zusatz von etwas dlsau- positive Orcinreaktion, Zunahme der 
rem Natron)....... Aciditat. 

GG.| Advemalin. 4.3 00200 Firbt sich im Licht schneller braun als 
die Dunkelprobe und la8t im Gegensatz 
zu dieser bald einen schwarzen flockigen 
Niederschlag ausfallen. 

56. Inositphosphorsaure (Phy- 

| tinnatrium mit HCl an- 
genahert neutralisiert) . Reduktion von Fehlingscher Lésung. 
57. | Glycerinphosphorsaure . . Reduktion von Fehlingscher Lésung. 


58. Inosinséure......... _Reduktion von Fehlingscher und alka- 
| lisch-ammoniakalischer Silberlésung. 
59. | Hefenucleinsiure .:... |Schwache Reduktion von Fehlingscher 
Lésung. 

60. Milznucleinsiure....:. Schwache Reduktion von Fehlingscher 

| Lésung. 


61. Seidenfibroinpepton . . . .. Acetaldehyd, Abspaltung von Ammoniak, 
Reduktion von ammoniakalischer Silber- 
lésung in der Kalte. 
@2.| Gelatine «.....5... Aldehyde, Abspaltung von Ammoniak, 
| Reduktion von alkalischer Silberlésung 
in der Kalte, positive Naphtoresorcin- 
reaktion. 
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Wie man sieht, erstrecken sich die durch das Sonnenlicht 
bei Gegenwart von Uransalzen hervorgerufenen Verinderungen 
auf Substanzen vom allerverschiedensten Bau. Bei diesen Um- 
wandlungen’), die vorliufig in erster Linie an physiologisch 
wichtigen Verbindungen untersucht wurden, tritt hiaufig nicht 
einfach ein einziges neues Derivat auf, sondern es werden 
gleichzeitig oder nacheinander mehrere gebildet (z. B. bei Aethylen- 
glykol, Weinsiure, Zuckersiure, Glykokoll). Es haben sich auch 
Anzeichen dafiir ergeben, daB die zunichst entstandenen Produkte 
einer weiteren Umwandlung anheimfallen (z. B. bei Phenol- und 
Mentholglucuronséure, a-Amino-n-buttersiure, Guanin u. a.). 
Andererseits wird gelegentlich die Anstellung der Versuche da- 
durch erschwert, da8 Uransalze die wisserigen Lésungen des Aus- 
gangsmaterials oder die ersten Produkte einer Umwandlung aus- 
fillen, wie es bei den EiweiSstoffen (Gelatine), den Nucleinsdéuren 
und gepaarten Phosphorsaéuren sowie bei Glykogen und Starke ia 
mehr oder minder stérendem Grade eintreten kann. Man muS 
sich hier mit dem in Lésung gebliebenen Teile begniigen oder 
nach Méglichkeit eine Wiederauflésung der Fallung durch vor- 
sichtigen Zusatz von freien Mineralsiuren vornehmen, die jedoch 
die Lichtreaktion beeintriachtigen. 

Die Wirkung der Uranverbindungen im Sonnenlichte stellt sich im 
groBen und ganzen als ein Oxydationsvorgang dar. Die saverstoffiiber- 
tragende Wirkung der Salze eines Metalles im Sonnenlicht ist bereits 
bekannt, nimlich beim Eisen. H. de Vries hat sie bei Pflanzen- 
siuren beobachtet, die Feststellung der Natur der dabei entstehenden 
Umwandlungsprodukte war fiir seine damalige pflanzenphysiologische 
Fragestellung ohne Bedeutung. H. J. H. Fenton und O. Ruff 
streiften dann gelegentlich anderer Untersychyngen die chemischen 
Seite dieses Vorganges. Ersterer beobachtete eine Einwirkung auf ein- 
fache aliphatische Hydroxylverbindungen, letzterer auf die Monocarbon- 
siuren der Zuckerreihe. Beide Autoren wurden bei den priparativen 
Zwecken, die sie in erster Reihe verfolgten, dazu gefiihrt, die meist 
schwache Wirkung von atmosphiarischem Sauerstoff und Sonnenlicht 
durch das von letzterem unabhiingige, kriftig oxydierende Wasserstoff- 


1) Uransalze dienen als analytisches Hilfsmittel bei der polari- 
metrischen Untersuchung schwach drehender Substanzen, da sie in vielen 
Fallen das Drehungsvermégen zu steigern imstande sind (Walden, 
GroBmann). Angesichts der Lichtempfindlichkeit der uranhaltigen 
Lésungen ist es nicht ausgeschlossen, da8 gelegentlich auch chemische Um- 
wandlungen bei den Drehungsinderungen mit im Spiele sein kénnen. 
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superoxyd zu ersetzen und auf eine Zufuhr von Lichtenergie iiberhaupt 
zu verzichten. 

Bei den Oxysiiuren, zu denen die wichtigen natiirlichen Pflanzen- 
siuren zihlen, hat der Effekt der Uran-Lichtkatalyse einige Ahnlichkeit 
mit der Wirkung des elektrischen Stromes. Wie jiingst von Neuberg 
mnitgeteilt wurde, erzeugt er aus diesen Substanzen nimlich ebenfalls 
Aldehyde und daneben Aldehyd- oder Ketosiauren. 

Das Verhalten von stickstoffhaltigen Substanzen im Sonnenlichte 
bei Gegenwart von Uransalz ist recht bemerkenswert. Die kombinierte 
Uran-Sonnenlichtwirkung auf Aminosiuren und Proteine (siehe im folgen- 
den) fiihrt unter Desamidierung zu Aldehydverbindungen, hat also gleich- 
falls mit der Wasserstoffsuperoxydreaktion Ahnlichkeit. Denn dieselbe 
ergibt, wie zuerst Neuberg und Blumenthal, Orgler und spiter 
Dakin festgestellt haben, ebenso unter Ammoniakabspaltung Aldehyde 
und andere Carbonylverbindungen. 

Mit einem etwaigen Gehalte der Uranverbindungen an Radium- 
salzen haben iibrigens die beschriebenen Lichtwirkungen nichts zu tun. 
Das folgt einmal daraus, daB die Erscheinungen im Dunkeln!) ausbleiben, 
deutlich von der Intensitit der Sonnenstrahlung abhingen und andrer- 
seits unter dem Einflusse von starken Radiumpraparaten nicht eintreten. 
Auch die bekannte Phosphorescenz, Luminescenz und Fluorescenz fester 
Uransalze spielt bei den vorliegenden Lichtwirkungen kaum mit. Die 
Fahigkeit, zu fluorescieren, macht sich in den verdiinnten wiisserigen 
Lésungen kaum geltend, und typische Fluorescenzerreger, wie Fluores- 
cein usw., bringen die beschriebenen Reaktionen nicht zustande. Nicht 
unerwahnt bleibe, daB eine durch Uransalze ausgeléste Lichtwirkung seit 
fast 50 Jahren bekannt ist. Seekamp?) beobachtete in Urugay, daB die 
mit einem Uranoxydsalze versetzten Loésungen von Siuren der Oxal- 
siurereihe im Lichte 1 Molekiil Kohlenséure verlieren. Er gibt an, 
daB Oxalsiure zu Ameisensaiure, Bernsteinséiure zu Propionsiure, Glutar- 
siure zu Buttersiure werde. Daf dabei die Fettsiuren selbst weiter 
umgewandelt werden kénnen (siehe die Essigsiure), ist ihm entgangen.*). 


1) Kine mit Uransulfat versetzte Weinsaiurelésung, die im direkten 
Sonnenlichte bereits nach 2 Minuten Fehlingsche Lésung reduziert, bleibt 
im voélligen Dunkel linger als 4 Wochen gianzlich unverindert. Ebenso 
verhalten sich uransalzhaltige Lésungen von Glycerin usw. 

2) Ann. d. Chem. 122, 113, 1862 und 138, 253, 1865. 

3) Die Reduktion von Uranisulfat zu Uranosulfat in starker 
Athylenglykollésung durch Sonnenlicht beobachtete gelegentlich anderer, 
rein anorganischer Studien Oechsner de Coninck (Bull. Acad. royal 
belgique 1905, 360). Von einer Umwandlung des Glykols selbst berichtet 
der Autor nichts. Die Verinderlichkeit von wisserigen Uranylacetat- 
lésungen am Licht ist eine alte Laboratoriumserfahrung; (deshalb werden 
die zur Phosphorsiuretitration dienenden Uranylsalzlésungen in dunkelen 
Flaschen aufbewahrt). Die Uranylverbindung reduziert sich am Licht zu 


einem Gemisch von Urano- und Uranihydroxyd (A. Bach, H. Euler). 
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Im einzelnen kénnen die durch die katalytische Uran- 
wirkung im Sonnenlichte hervorgerufenen Umwandlungen recht 
verschieden sein. Fiir bestimmte Gruppen von Substanzen 
lassen sich immerhin schon jetzt einige GesetzmaBigkeiten er- 
kennen. 

1. Alkohole werden zu Aldehyden. 

2. Polyalkohole werden zu Oxyaldehyden oder Oxyketonen. 

3. Saéuren werden zu Aldehyd- und Ketoverbindungen, die 
teils eine gleiche C-Atomenzahl besitzen, teils kohlenstoffarmer 
als das Ausgangsmaterial sind. 

. Monosaccharide werden z. T. in Osone verwandelt. 

. Disaccharide werden invertiert. 

Polysaccharide werden hydrolysiert. 

. Glucoside werden hydrolytisch gespalten. 

. @-Aminoséuren werden unter Loslésung von Ammoniak’*) 
in die in ein Kohlenstoffatom armeren Aldehyd umgewandelt. 
(Aldehydspaltung der Aminosduren.) Analog ist die Ver- 
ainderung des Oxyaminosiuren. Amino-dicarbonséuen gehen in 
in Aldehydséuren iiber, z. T. ebenso verhalt sich das Glykokoll. 

9. Glyceride (Fette) werden partiell verseift. 

10. Fir die gepaarten Phosphorsiuren hat sich, soweit 
sie sich von Polyhydroxylverbindungen ableiten (Glycerinphos- 
phorsiure, Inositphosphorséure), eine Umwandlung ahnlich der- 
jenigen der zugrunde liegenden organischen Bestandteile nach- 
weisen lassen. 

11. Peptone und Proteine werden offenbar zunichst teil- 
weise hydrolysiert und die Aminosaéuren dann in Aldehyde bez. 
Aldehydsauren iibergefiihrt. 

Diese Umwandlungen, neben denen sich aber auch noch 


ee 


@ 








Uber das Schicksal der Essigsiure bei diesem Vorgange liegen keine An- 
gaben vor. Da Essigsiure zu Glyoxalsiure wird (siehe die Tabelle), so 
reduziert eine hinreichend belichtete Lésung von essigsaurem Uran direkt 
schwach die Fehlingsche Mischung. 

1) Ahnlich scheinen sich Siureamide zu verhalten. Belichtete 
Harnstofflésungen enthalten Ammoniak und daneben eine Fehlingsche 
Lésung schwach reduzierende Substanz. Imidverbindungen, wie sie in 
den Purinen vorliegen, bieten durch ihre geringe Léslichkeit der 
Untersuchung Schwierigkeiten. Beim Guaninchlorhydrat konnte eine 
intermediire Bildung von Glyoxalsaure in kleiner Menge wahrscheinlich 
gemacht werden. 
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andere abspielen kénnen, sind recht charakteristich. Sie zeigen, 
daB dem Sonnenlichte in Gegenwart des Katalysators eine aus- 
gesprochen spaltende Wirkung eigen ist. Dieselbe auBert 
sich nicht nur in einer Hydrolyse von Polysacchariden, Fetten 
und EiweiSkérpern, sondern auch in der Verainderung einfacher 
Koérper méglichst unter Molekiilverkleinerung, wobei Loslésung 
von Amino- und Carboxylgruppen und Oxydationen erfolgen. 

Besonders auffallend ist die in den angefiihrten Beispielen 
iiberall zutage tretende Tendenz des Lichtes, aus zahlreichen 
indifferenten Stoffen des Tier- und Pflanzenorganismus car- 
bonylhaltige Substanzen, Aldehyd- oder Ketover- 
bindungen, zu erzeugen, deren Reaktionslust und Befahigung 
zu den wichtigsten Synthesen allbekannt ist. 

Beachtenswert sind weiter die folgenden Punkte. Diese 
in Gegenwart von Uransalzen bei direkter Sonnenstrahlung 
eintretenden Veranderungen, die im Dunkeln ausbleiben, kommen 
gréBtenteils auch im diffusen Tageslichte zustande, aller- 
dings weniger schnell, schétzungsweise 50 bis 100 mal lang- 
samer. Analog den Uranverbindungen wirken schlieBlich auch 
andere Schwermetallsalze, von denen jedoch keines die Starke 
der Uranverbindungen zu erreichen scheint. Abgesehen davon, 
da8 das Uran in kleinen Mengen in der Natur weit verbreitet 
ist, diirfte es im Organismus der Pflanzen und Tiere nicht an 
ahnlichen, die Lichtenergie in kiirzester Zeit iibertragenden, 
Katalysatoren fehlen. 

Diese schnell verlaufenden Lichtwirkungen sind im 
Gegensatz zu den langsam, iiber Jahr und Tag sich vollziehenden 
und deshalb physiologisch wenig bedeutungsvollen wohl im 
stande, ein Verstindnis der beim Heliotropismus und beim Photo- 
tropismus sich abspielenden chemischen Vorginge anzubahnen und 
vielleicht einen Einblick in den Chemismus der allgemeinen Wirkung 
des Sonnenlichtes auf den pflanzlichen und tierischen Organis- 
mus zu verstatten. Im Zusammenhange hiermit sei erwahnt, 
daB von den therapeutisch wichtigen Strahlenarten die der 
Finsen- und Quarzlampe ahnlich wie das Sonnenlicht die Uran- 
katalyse erregen und analoge Umwandlungen zu Wege bringen.’) 
Das weitere Studium der letzteren bei kiinstlichen Lichtquellen 


1) Das Licht des Auerstrumpfes und der elektrischen Glihlampe 


ist nur von recht schwacher Wirkung. 
21* 
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und physiologische Versuche in der angedeuteten Richtung 
sollen vorbehalten bleiben. 

Die Analogie mit der Tatigkeit gewisser Oxydasen, decarb- 
oxylierender, desamidierender und hydrolysierender Enzyme 
liegt nahe; es ist auch zu priifen, ob die wirklichen Ferment- 
vorgange, die durch Sonnenlicht meist gehemmt werden, unter 
Umstanden durch dasselbe nicht auch geférdert werden kénnen, 
wie ich es friiher fiir Radiumstrahlen gezeigt habe. 

Die bisherigen Versuche sind bei der Lufttemperatur (un- 
gefahr zwischen 12° und 27°) in verkorkten GlasgefiBen aus- 
gefiihrt. Der EinfluB des atmosphirischen Sauerstoffes, der 
Temperatur und der Absorption von Strahlen bestimmter 
Wellenlange auf die kombinierte Wirkung von Sonnenlicht und 
Uransalzen ist noch festzustellen. 

Bei der Fiille des experimentellen Materials und den wech- 
selnden Witterungsverhaltnissen konnten die quantitativen Be- 
ziehungen bei diesen Vorgiangen bisher noch nicht in allen 
Fallen festgestellt werden. Uber einige derselben sei im fol- 
genden berichtet. 

a) Glycerin. 

5,0 g wasserfreies Glycerin wurden mit 100 ccm Wasser 
gemischt und 0,8 g Uranylsulfat darin gelést. Die Fliissigkeit 
wurde 6 Stunden im Juni ununterbrochen dem direkten Sonnen- 
lichte ausgesetzt. 

Nach dieser Zeit war das Reduktionsvermégen, das 
iibrigens nach 5 Minuten der Belichtung bereits deutlich nach- 
weisbar ist, gleich dem einer 2,1°/, Traubenzuckerlésung. Da 
die Zucker der 3-Kohlenstoffreihe') angenaihert dasselbe Re- 
duktionsvermégen wie die d-Glucose besitzen, so ergibt sich 
daraus eine Umwandlung des Glycerins zu 42°/,. 

Beim Stehenlassen mit essigsaurem Phenylhydrazin im Brut- 
schranke erhalt man leicht Phenylglycerosazon, das aus heiSem 
Benzol umkrystallisiert bei 130 bis 131° schmolz. 

C,,H,,N,O: Berechnet N = 20,89 °/,, 
Gefunden N= 21,15°/,. 
Da8 durch die Lichtwirkung hauptsachlich Glycerinaldehyd 





1) A. Wohl, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 31, 1800, 1898 und O. Piloty, 
Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 30, 3165, 1897. 
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und nicht Dioxyaceton entsteht, ist schon in der tabellarischen 
Ubersicht angegeben. 
b) Weinsiiure, 

5,0 g d-Weinsaéure wurden in 100 com Wasser zusammen 
mit 0,5 g Uranoxyd in einem Glaskolben gelést. Bereits nach 
einer 2-miniitigen Belichtung mit direktem Sonnenlicht redu- 
zierte die alkalisch gemachte Fliissigkeit die Fehlingsche 
Mischung. Nach 8stiindiger Einwirkung einer unbewdélkten 
Julisonne entsprach das Reduktionsvermégen einem Gehalte 
an 1,4°/, Traubenzucker. 

Aus 50 ccm der Fliissigkeit, die bald einen intensiven obst- 
artigen und zugleich an Caramel erinnernden Geruch annimmt, 
wurden beim gelinden Erwarmen mit einer essigsauren - alko- 
holischen Lésung von p-Nitrophenylhydrazin 1,30 g typisches 
Glyoxal-p-nitrophenylosazon erhalten, das fast ohne Verlust aus 
der Lésung in heiBem Pyridin durch Toluol wieder ausgefillt 
werden konnten. 

C,,H,.N,O, : Ber. C= 51,22; H = 3,66; N —25,61°/,, 
Gefunden C = 50,95; H = 3,87; N = 25,76°/,. 

Die fast momentane Bildung des Osazons zeigt, daB Glyoxal 
CHO — CHO und nicht Glykolaldehyd CH,OH — CHO in der 
Lésung vorhanden ist. Daneben sind jedoch noch Ketosauren 
zugegen (siehe die Tabelle), welche eine intensive Naphtoresorcin- 
probe geben. 


12 


ce) Alanin. 


4,4¢ d,l-Alanin wurden in 100 ccm Wasser gelést, mit 0,8 g 
Uranylsulfat versetzt und im verkorkten Glaskolben in die Sonne 
gestellt. Nach 10 Minuten langer Belichtung schlagt die gelbe 
Farbe in Griin um, und gleichzeitig tritt deutlich der Geruch 
nach Acetaldehyd auf. Die Dauer der Einwirkung der Sonnen- 
strahlen betrug ca. 7'/, Stunde, dann stand das Gefi8 bis zum 
nichsten Vormittage im zerstreuten Himmelslichte. 

Durch Destillation von 25 ccm der nicht filtrierten, durch 
Ausscheidung eines basischen Salzes getriibten Fliissigkeit mit 
Magnesia wurde der Gehalt an abgespaltenem Ammoniak be- 
stimmt. Dasselbe betrug, auf die Gesamtquantitat berechnet, 
0,0935 g, d. h. ca. 11,2°/, der theoretisch méglichen Menge. 

Die restierenden 75 ccm dienten zum Nachweise des ent- 
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standenen Acetaldehyds. Um deh an Ammoniak gebundenen 
Teil nicht zu verlieren, wurde mit verdiinnter Schwefelsdure 
schwach angesiuert — dabei wird die Fliissigkeit wieder vollig 
klar — und am absteigenden Kiihler iibergetrieben. Das 
Destillat besa8 intensiven Geruch nach Acetaldehyd, ergab mit 
alkalisch-ammoniakalischer Silberlésung einen prachtigen Silber- 
spiegel, firbte sich mit Nitroprussidnatrium und einem Tropfen 
Diaithylamin intensiv blau (Reaktion von Rimini). Durch Be- 
handlung mit p-Nitrophenylhydrazin und nach mehrfachem 
Umkrystallisieren des Rohproduktes aus heiBem Ligroin wurden 
0,965 g Acetaldehyd-p-nitrophenylhydrazon erhalten. 


d) Asparaginsiure. 


Die Bildung eines Fehlingsche Lésung bereits in der 
Kalte, enorm in der Warme reduzierenden Produktes aus der 
Asparaginsiure durch den lichtkatalytischen ProzeB ist von 
besonderem Interesse. 

Es wurden 4,0g Asparaginséure unter Zusatz von 0,8 g¢ 
Uranylsulfat in 100 ccm Wasser gelést. Bald nach der Be- 
strahlung stellt sich zugleich mit den reduzierenden Eigen- 
schaften ein sowohl an Obst als Caramel erinnernder Ge- 
ruch ein. 

Wie bei den iibrigen Aminosiéuren lieB sich auch hier eine 
Ammoniakabspaltung konstatieren. Das Reduktionsvermégen 
scheint auf der Gegenwart verschiedener Substanzen zu beruhen, 
von denen eine in Form ihrer Phenylhydrazinverbindung iso- 
liert werden konnte. Nach mehrfachem Umkrystallisieren dér 
Rohosazone erst aus verdiinntem Alkohol, dann aus Benzol wur- 
den 0,84 g einer Verbindung erhalten, die bei 206° bis 207° 
schmolz, und alle Eigenschaften des Oxybrenztraubenséureosazons 
von E. Fischer und Nastvogel sowie von Will: 


CH :N.NHC,H,—C:N NHC,H,— COOH besaB. 
C,,H,,N,0, : Ber. N = 19,86 °/,, 
Gefunden N = 19,94°/,. 


Uber die Natur der zugrunde liegenden reduzierenden 
Saure la8t sich aus dem Osazon vorilaufig nichts sicheres folgern. 
Neben derselben scheint noch eine reduzierende Séure der 4-Kohlen- 
stoffreihe, Dioxoweinsiure COOH — CO — CO — COOH, oder die 
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Monooxyweinsaure von Fenton COOH—CO—CHOH —COOH, 
zugegen zu sein, was noch naher festzustellen ist. 


e) Seidenfibroinpepton. 


Wie erwahnt, bietet die Untersuchung des Verhaltens 
mancher EiweiSkérper bei der Lichtreaktion insofern Schwierig- 
keiten, als Uransalze und Proteine einander vielfach ausfiallen. 
Es war daher wertvoll, in dem von E. Fischer gemeinsam 
mit A bderhalden und Bergell untersuchten Seidenfibroinpepton 
ein geeignetes Material zu besitzen. 

Die Lésung von 5,0 g Seidenfibroinpepton in 100 ceom Wasser 
nimmt 1 g Uranylsulfat auf, ohne da eine Fallung erfolgt. 
In der Sonne farbt sich die Mischung bald braun, und es 
kommt zu Abscheidung eines fast schwarzen Niederschlages, 
der vorlaufig nicht nabher untersucht worden ist. Die nach 
12stiindiger Bestrahlung davon abfiltrierte Fliissigkeit ist hell- 
gelb. Auf Zusatz von Fehlingscher Lésung tritt die Biuret- 
firbung auf, trotz derselben kann man nach dem Erhitzen 
das Ausfallen von Kupferoxydul erkennen. Ferner hat die 
Fliissigkeit die Fahigkeit angenommen, aus ammoniakalisch- 
alkalischer Silberlésung schon in der Kalte fast momentan einen 
Silberspiegel abzuscheiden. Sie riecht deutlich nach Aldehyden. 

50 ccm der nicht filtrierten Fliissigkeit wurden mit ver- 
diinnter Schwefelséure schwach angeséuert und lieferten ins 
Destillat ein Gemisch von Aldehyden, die durch die iiblichen 
Reaktionen nachgewiesen wurden. Im einzelnen wurde Acet- 
aldehyd durch die Riminische Reaktion, Formaldehyd 
mittels Dihydrazinodiphenyl erkannt. Mit essigsaurem p-Ni- 
trophenylhydrazin entstand ein Gemisch halb fester, halb 
fliissiger Hydrazone. 

In 30 ccm wurde durch Destillation mit Magnesia der Ge- 
halt an durch Desamidierung gebildetem Ammoniak ermittelt; er 
betrug 0,0204 g, d. h. 1,36°/, vom Gewichte des Ausgangs- 
materials. ') 


1) Ahnlich verlauft die Einwirkung von Sonnenstrahlen und Uran- 
salz auf Gelatine. Es ist wohl méglich, daB die bekannten Ver- 
anderungen der Chromgelatine am Lichte z. T. auf ahnliche Weise zu- 
stande kommen. 
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f) Inulin. 


2,5 g Inulin wurden zusammen mit 1 g Uranylsulfat in 
100 com Wasser gelést. Bei intensiver Belichtung stellt sich 
schnell Reduktionsvermégen ein, nach 8 Stunden entsprach es 
einem Gehalt von ziemlich genau 1 g Fruchtzucker in 100 ccm 
der Lésung, d. h. es waren rund 40°/, Inulin hydrolysiert. 
Aus 40 ccm wurde sodann mit essigsaurem Phenylhydrazin 
das Osazon bereitet. Beim Erwirmen auf 38° fielen innerhalb 
5 Minuten 0,045 g Osazon aus, deren schnelle Bildung etwas vor- 
handenem Oson zuzuschreiben ist. Die Hauptmenge schied sich 
erst bei 17/,stiindigem Erwirmen im siedenden Wasserbade 
ab. Nach dem Umkrystallisieren aus verdiinntem Alkohol 
wurde 1,08 g reines d-Glucosazon erhalten, das schnell er- 
hitzt bei 209° schmolz. 
C,,H,,.N,0O,: Ber. N= 15,64°/,, 
Gef. N = 15,87°/,. 


Der Eintritt der Hydrolyse zu Fruchtzucker wurde auch 
durch die Garungsprobe kontrolliert. 

Vor der Ausfiihrung derselben wurden 15 ccm der Fliissig- 
keit von Uransalzen und Schwefelsiure durch Zugabe von 
Barytwasser befreit und dessen Uberschu8 genau durch kalte 
verdiinnte Schwefelsiure entfernt. Diese Lésung wurde durch 
Hefe schon in einer Stunde in lebhafte Garung versetzt. 

Die Untersuchungen werden nach verschiedenen Richtungen, 
fortgesetzt. 





























Uber das Verhalten des arsenparanucleinsauren Eisens 
und der arsenigen Saure im Organismus. 


Von 
E. Salkowski. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der 
Universitat zu Berlin.) 


(Eingegangen am 4. August 1908.) 


In Nr. 4, 1808 der Berl. klin. Wochenschr. habe ich eine 
Phosphor und Arsen enthaltende Eisenverbindung beschrieben, 
welche ich durch Fallung einer arsenhaltigen Pepsinverdauungs- 
lésung des Caseins mit Ferriammonsulfat erhalten habe. An 
der bezeichneten Stelle habe ich die Griinde erértert, welche 
mich bestimmen, diese Fallung nicht als ein Gemisch von 
Ferriarseniat und paranucleinsaurem Eisen, sondern in der Tat 
als eine chemische Verbindung anzusehen. Die dort aufgefiihrten 
Griinde waren — abgesehen von der konstanten Zusammen- 
setzung, die nicht absolut beweisend ist, da stets unter den- 
selben Bedingungen gearbeitet wurde — die Léslichkeit der 
Verbindung in schwacher Alkalilésung (0,2°/, Na,CO,), in 
welcher arsensaures Eisenoxyd unldéslich ist, und das Verhalten 
dieser Lésung bei der Dialyse: es ging dabei keine Arsensiure 
(auch nicht arsenige Saure) in das Dialysat iiber, oder doch 
nur auBerste Spuren. Es schien mir nun von Interesse, das Ver- 
halten der alkalischen Lésung im Organismus zu untersuchen. 
Ergab sich, daB die Verbindung in erheblichem Mae vom 
Magendarmkanal aus resorbiert wird, so war damit eine weitere 
Stiitze fiir die Ansicht gewonnen, daB es sich in der Tat um 
eine chemische Verbindung handelt, da das Ferriarseniat 
allgemein als nicht resorbierbar angesehen wird, gilt ja doch das 


Eisenoxydhydrat fiir sich oder im Gemisch mit Magnesium- 
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hydrat noch heute als Gegenmittel bei Vergiftung mit arseniger 
Saure oder Arsensiure. Ich habe bei den Versuchen das 
Hauptgewicht auf die Untersuchung des Harnes gelegt, da der 
Arsengehalt des Kotes naturgema$ keinen Aufschlu8 dariiber 
gibt, wieviel von dem in ihm gefundenen Arsen als nicht 
resorbiert, wieviel als auf der Darmschleimhaut wieder aus- 
geschieden anzusehen ist, nachdem A. Heffter') festgestellt 
hat, daB eine solche Ausscheidung durch die Darmschleimhaut 
nach subcutaner Injektion von arsenigsaurem Natron in der 
Tat stattfindet. War diese Ausscheidung in den Versuchen 
von Heffter auch nur gering (etwa 4°/, des eingespritzten 
Arsens), so war doch nicht auszuschlieBen, daB sie bei den von 
mir gewahlten Versuchstieren (Kaninchen, waihrend Heffter 
Hunde benutzt hat) vielleicht gréBer sein konnte. — Was die 
zum Nachweis des Arsens angewendeten Methoden betrifft, so 
verweise ich auf meine in der Zeitschr. f. physiol. Chemie*) er- 
schienene Arbeit itiber den Nachweis des Arsens im Harn. 
Nicht in allen Versuchen ist dieselbe Methode benutzt, in 
einzelnen mehrere Methoden nebeneinander; in der Beschreibung 
der Versuche ist dieses jedesmal besonders angegeben worden. 
Ich berichte zunachst nur iiber die qualitativen Ergebnisse, die 
quantitativen Verhiltnisse sollen weiter unten im Zusammen- 
hang besprochen werden. 


Versuch I. 

Kaninchen von 2200 g Korpergewicht, Fiitterung mit Kohl 
und Hafer. Lésung von arsenparanucleinsaurem Eisen*), welche 
in 100 ccm 0,035 g As enthalt. Das Tier erhalt von dieser 
Lésung mit der Schlundsonde 

1) Arch, internat. de Pharmacodynamie et de Thérapie 1905, 402. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem., 56, 95. — Nach dem Erscheinen 
dieser Arbeit sind mir durch die Freundlichkeit der betr. Autoren zwei 
Arbeiten iiber den Nachweis des Arsens zugegangen: 1. G. Lockemann, 
Zeitschr. f. angew. Chem. 1905, 416; 2. Kasimir Strzyowski, Osterr. 
Chem.-Zeitg. 1904, Nr. 4, welche mir leider entgangen waren. Auch 
in der vorliegenden Mitteilung habe ich diese Arbeiten nicht benutzen 
kénnen, da meine Versuche bis auf Kleinigkeiten abgeschlossen waren, 
als ich die Abdriicke erhielt, fiir deren Ubersendung ich den Herren 
Lockemann und Strzyzowski zu bestem Dank verpflichtet bin. 

3) Fiir die Folge der Kiirze halber mit A. P. E. bezeichnet. 
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am 30./7. 07: 10 com -+- 15 Wasser = 0,0035 As, 
, 31./7.07: 15 , +10 ,, ==0,0047 ,, 
» 1/807:20, +5 ,, =0,007 ,, 


also im ganzen an 3 Tagen 0,0152 g As (= 0,020 g As,O,). 

Das Kaninchen zeigte zu keiner Zeit Krankheitserscheinungen, 
die FreBlust war nicht merklich vermindert. Der Harn wurde 
in 3 Portionen gesammelt: 


1. Periode, abgeschlossen am 5./8. 07 = 6 Tage = 960 ccm, 
a = ,», 9./8. 07 = 4 Tage = 1840 ,, 
‘ee i ,, 10./8. 07 =1Tag —400 ,, 


Zur Untersuchung auf Arsen wurde von dem Harn der 
ersten Periode */, genommen, von dem der zweiten Periode */,, 
der dritte Harn ganz, also stets der Harn eines Tages unter- 
sucht. 

Zum Nachweis wurde der eingedampfte Harn in der iiblichen 
Weise mit Salzsiure -+- chlorsaurem Kali behandelt, das Chlor 
resp. niedrige Oxydationsstufen mdglichst durch Abdampfen 
entfernt, dann mit dem Marshschen Apparat auf Spiegelbildung 
untersucht. 


Der Harn der 1. Periode gab starken Arsenspiegel, 
ar a », maBig starken Arsenspiegel, 
a ,, Spuren von Arsenspiegel. 


”? > 


Die Ausscheidung ist also anscheinend am 8. Tage nach 
der letzten Dosis schon fast ganz beendigt. 

Die Kotentleerung wurde in Arbeit genommen am 5./8. 
= 6 Tage und am 9./8.=— 4 Tage. 

Die gesamte Kotentleerung von I wurde in der Reibschale 
mit verdiinnter Salzsiure verrieben, dann langere Zeit auf dem 
Wasserbad im Kolben erhitzt, aufs neue verrieben und ab- 
genutscht. Der salzsaure Auszug wurde mit einem Gemisch 
von NaOH und Na,CO, schwach alkalisiert: ziemlich reichlicher 
Niederschlag, der sich indessen schlecht absetzt. Zur Be- 
férderung des Absetzens wird */, Vol. Alkohol hinzugesetzt, 
filtriert, der Niederschlag ausgewaschen. 

a) Der hauptsachlich aus Calciumphosphat bestehende Nieder- 
schlag wurde in Salzsiure gelést, die Lésung mit KCIO, be- 


handelt usw.: kein Arsenspiegel. 
22° 
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b) Das ganze Filtrat wurde mit Salzsiure -- KCIO, be- 
handelt usw.: deutlicher, aber ziemlich schwacher Arsen- 
Spiegel. 

Kot der Periode II ebenso behandelt: kein Arsenspiegel. 


Versuch II. 


Kaninchen von 2050 g Koérpergewicht, Fiitterung mit Kohl 
und Hafer. Lésung von A. P. E. in 0,2°/, Na,CO,, die in 
100 ccm 0,05 As enthielt. Das Tier erhielt am 8., 9, 10., 11/11. 
1907 je 10 ccm -+- 15 ccm Wasser in den Magen, im ganzen also 
40 com == 0,02 As == (0,0264 As,O,). 

Das Tier friBt etwas schlechter, am 13. aber schon wieder 
ganz gut. 

Der Harn wurde in 3 Portionen gesammelt: 

Periode I, abgeschl. am 14.6 Tage = 1080, also pro Tag 180 ccm, 
» * » 16.—Z , = 60, , » » W,, 
~ - » 17.=1 , = 300 ccm. 


Es wurde stets die einem Tage entsprechende Quantitat 
Harn untersucht. 

180 ccm Harn der Periode I wurde in der iiblichen Weise 
mit KCl-+-KClO, behandelt: nur maBig starker Arsenspiegel. 

Da mir betreffs der Brauchbarkeit dieses Verfahrens Be- 
denken aufgestiegen waren, so wurden je 180 ccm des Harnes 
von Periode I nach verschiedenen anderen Methoden behandelt, 
die ich in der zitierten Arbeit iiber den Nachweis des Arsens 
im Harn beschrieben und als ,,Schmelzverfahren“ resp. ,,modi- 
fizierte A. Neumannsche Methode“ (A. N. M.) bezeichnet habe. 

Bei dem ersten Verfahren wird der eingedampfte Harn 
mit Alkohol ausgezogen, der alkoholische Auszug verdampft, 
der Riickstand mit Salpetersiure von 1,48 D oxydiert, mit K,CO, 
neutralisiert, dann mit Salpetermischung geschmolzen, die 
Schmelze im Kjeldahl-Kolben mit konzentrierter Schwefelsiure 
erhitzt.*) Die so erhaltene verdiinnte Lésung kommt in den 
Marshschen Apparat. 

Bei dem zweiten Verfahren wird zuniachst ebenso vor- 
gegangen, dann aber die erhaltene salpetersaure Losung nicht 


1) Wegen kleiner Modifikationen vgl. die zitierte Arbeit in der 
Zeitschr, f. physiol. Chem. 
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neutralisiert und geschmolzen, sondern im Kjeldahl-Kolben mit 
Schwefelsiure erhitzt unter zeitweisem Zusatz kleiner Mengen 
Salpetersiure, diese vollstindig verjagt; die verdiinnte, salpeter- 
siurefreie Lésung kommt in den Marshschen Apparat. 

Beide Methoden lieferten bei dem Harn von Periode II 
ganz enorme Arsenspiegel. 

Der Harn der Periode III gab, mit Salzsiure ~- KCIO, be- 
handelt, schwachen Arsenspiegel, der Harn am 17. (16. zum 
17.) nach demselben Verfahren nur eine schwache Spur 
von Spiegel. Demnach wire am 5. Tage nach der letzten 
Dosis die Arsenausscheidung so gut wie abgeschlossen; es 
wird sich spiater zeigen, daB dieses tatsachlich nicht der 
Fall ist. 

Man wird fragen, warum ich nicht auch den Harn von 
Periode II und III nach einem der erfolgreicheren Verfahren 
bearbeitet habe. Dies liegt daran, da ich diese erst spiter 
an dem mit Chloroform konservierten Harn der Periode I aus- 
gearbeitet habe. 

Die Faeces wurden 6 Tage lang nach der Verabreichung 
von A. P. E. gesammelt, resp. am 14. abgeschlossen und ebenso 
wie im vorigen Versuch untersucht. Der Niederschlag lieferte 
keinen Arsenspiegel, das Filtrat einen ziemlich schwachen. 


Versuch III. 


Kaninchen von 2200 g Kérpergewicht, Fiitterung mit 600 g 
Kohl, kein Hafer, erhalt von derselben Lésung am 16. und 
17./12. 07 je 10 com = 0,01 As. 

Der Harn vom 16. gab nach dem modifizierten A. Neu- 
mannschen Verfahren (A. N. M.) einen enormen Arsen- 
spiegel, ebenso der am 17. 

Der Harn vom 18., 19., 20., 21. wurde vereinigt, durch den 
Wasserzusatz auf 1800 ccm gebracht, mit Chloroform konser- 
viert. 450 ccm (Tagesquantitat) gaben nach dem iblichen Ver- 
fahren nur einen sehr schwachen Arsenspiegel, nach dem 
Schmelzverfahren und A. N. M. einen sehr starken, der Harn 
vom 22. nach A. N. M. einen schwachen Spiegel, ebenso der 
Harn vom 23., vom 24. sehr schwachen. Der Versuch wurde 
abgebrochen. 
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Versuch IV. 


Um zu sehen, wie sich die Ausscheidung nach einer ein- 
maligen gréBeren Dosis gestaltet, gab ich demselben Kaninchen 
am 28./12. 07 25ccm einer frisch bereiteten Lésung von der- 
selben Konzentration = 0,0125 As (= 0,0165 As,O,). 

Es blieb vollstandig munter. 

Der Harn vom 28. bis 31./12. 07 wurde aufbewahrt, 
jedoch vorlaufig nicht untersucht. 

Der Harn der darauffolgenden Tage wurde nach dem 
modifizierten A. Neumannschen Verfahren untersucht. Das 
Resultat war folgendes: 

Harn vom 2./1., 3./1., 6./1. 08 sehr starker Arsenspiegel, 

- » 7./1. starker Spiegel, 

” , 9./1. schwacher Spiegel, 

a ,», 10./1. kaum wahrnehmbarer Spiegel. 

Man kann danach wohl annehmen, daB die Ausscheidung 
am 10./1., abgesehen vielleicht von minimalen Spuren, beendet 
war, das ist 14 Tage nach einer einmaligen Zufuhr von A. P. E. 


Versuch V. 


Kaninchen von 2050 g K6érpergewicht erhielt am 31./12. 
07 10ccm der Lésung=0,005 As. Der Harn dieses Tages 
gab nach A. N. M. einen enormen Arsenspiegel. Es erfolgt also 
schon in derselben 24stiindigen Periode eine starke Ausschei- 
dung, somit also schnelle Resorption. 


Versuch VI 


sollte dazu dienen, festzustellen, wie lange nach einer einmaligen 
kleineren Dosis die Ausscheidung dauert. — Dasselbe Kanin- 
chen erhielt am 13./3. 08 10 ccm derselben Lésung. 

Der Harn der niachstfolgenden Tage wurde nicht unter- 
sucht, da iiber den Arsengehalt kein Zweifel sein konnte. 

Der Harn vom 24. und 25. (vereinigt) gab einen deutlichen 
Arsenspiegel, ebenso der vom 26. und 27. (nicht vereinigt), 
wenn auch nur schwach; aus dem Harn vom 28. konnte ich 
keinen Arsenspiegel erhalten. Die letzte Ausscheidung war also 
nachweisbar am 14. Tage nach der einmaligen Zufuhr, iiber- 
einstimmend mit Versuch IV. 
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Aus diesen Versuchen geht hervor, daB das A. P. E. schnell 
und in groBen Mengen resorbiert wird. In den Darmentlee- 
rungen erscheint nur sehr wenig. Allerdings stiitzt sich diese 
letztere Angabe auf Versuche, bei denen der Kot in der iiblichen 
Weise mit Salzsiure -+-KClO, behandelt wurde. Es ist még- 
lich, daB die beim Harn benutzten Verfahrungsarten gréferen 
Gehalt an Arsen ergeben hitten. Da es sich aber doch nicht 
entscheiden laBt, ob es sich im Kot um der Resorption ent- 
gangenes Arsen handelt oder um auf der Darmschleimhaut aus- 
geschiedenes, so habe ich geglaubt, mir die Miihe, die Darm- 
entleerungen nach anderen Methoden zu untersuchen, ersparen 
zu kénnen. 

Die Ausscheidung durch den Harn ist schon in der niich- 
sten der Eingabe folgenden 24stiindigen Periode stark (Ver- 
such V), zieht sich indessen lange hin. 

Nach einer Dosis von 12,5 mg As als A. P. E. dauerte sie 
14 Tage (Versuch IV), ebenso lange nach einer einmaligen Ver- 
abreichung von 5mg (Versuch VI). In scheinbarem Wider- 
spruch stehen damit die Ergebnisse aus Versuch I und II. 

In Versuch I war die Ausscheidung nach Verabreichung von 
15,2 mg As an 3 Tagen am 8. Tage anscheinend fast beendigt, 
in Versuch II, in welchem 20 mg As in 4 Tagen gegeben wur- 
den, anscheinend schon am 5. Tage nach der letzten Dosis. 

Ich zweifle nicht daran, daB diese Differenzen darauf zu- 
riickzufiihren sind, daB in I und II das iibliche Verfahren der 
Zerstérung der organischen Substanz mit HCl-/-KCIO, ange- 
wendet wurde, allerdings nicht die Fallung durch H,S, in den 
Versuchen IV und VI das modifizierte A. Neumannsche Ver- 
fahren. 

Ich komme nun zu der Frage, in welcher Form das As 
in dem Harn nach A. P. E.-Darreichung vorhanden ist, ob 
organisch gebunden oder unorganisch. Diese Frage ist mit Be- 
stimmtheit dahin zu beantworten, daB ein kleiner Teil wohl ioni- 
siert sein kann, die Hauptmenge aber sicher organisch gebun- 
den ist. 

Dies geht aus Beobachtungen hervor, die ich an mit 
arseniger Séure sowie Arsensiure als Na-Salz versetztem, bei 
Kohlfiitterung entleertem Kaninchenharn gemacht habe. Dampft 
man einen solchen Harn ein und extrahiert mit Alkohol, so 
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geht das Arsen nicht in den alkoholischen Auszug iiber, son- 
dern es findet sich in dem Alkoholniederschlag, der nach dem 
Behandeln mit Salpetersiure und Schwefelsaure einen Arsen- 
spiegel liefert. 

Der gut mit Alkohol gewaschene Niederschlag wird, nach- 
dem er an der Luft getrocknet ist, in ein geraumiges Becher- 
glas geschiittet, mit Salpetersiure von 1,2 D iibergossen und auf 
dem Wasserbad erwarmt, bis er sich gelést hat, die Lésung in den 
K jeldahl-Kolben gebracht, etwas rauchende Salpetersiure und 
10 ccm Schwefelséure hinzugesetzt und bis zur volligen Ver- 
jagung der Salpetersaure erhitzt. Man findet die arsenige Saéure 
ausschlieBlich in dem Alkoholniederschlag bei Zusatz von 0,05 
bis 0,02 mg As,O, zu der Tagesquantitat Kaninchenharn (zirka 
450 bis 500 ccm), andererseits auch bei Steigerung der zuge- 
setzten Quantitaét bis auf 2mg. Auch in letzterem Falle ent- 
halt der Alkoholauszug keine Spur von As, aus dem Alkohol- 
niederschlag wurde ein Arsenspiegel von ca. 1,45 mg erhalten, 
wahrend derselbe 1,51 mg betragen sollte. Arsensiure dem Harn 
als Natriumsalz zugesetzt, verhalt sich ebenso. 

Ganz anders verhalt sich der Harn des Kaninchens unter 
der Einwirkung von verabreichtem A. P.E. Das Arsen geht 
in diesem Falle in der tiberwiegenden Hauptmenge in den 
Alkoholauszug iiber. Allerdings kénnen sich auch Spuren von 
As in dem Alkoholniederschlag finden. Dies wurde in zwei 
Versuchen konstatiert. 

Es fragt sich nun, ob die Ausscheidung von Arsen in 
organischer Bindung dem A. P. E. zukommt oder ob sich nicht 
auch in dem nach Einfiihrung von As,O, entleerten Harn das 
As in organischer Bindung befindet, worauf eine schon friiher 
angestellte Beobachtung, die ich weiter unten anfiihren werde, 
hinzudeuten scheint. 

A. Heffter') beriihrt diese Frage in einer zusammenfassen- 
den Darstellung iiber die Ausscheidung kérperfremder Sub- 
stanzen im Harn. 

Es heiBt daselbst S. 117: 

»Husemann hilt es fiir erwiesen, daB es (sc. das Arsen) 
zum Teil in organischer Bindung ausgeschieden werden kann 


1) Ergebnisse der Physiologie, I. Abt; Biochemie, II. Jahrg., 1908, 95. 
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und beruft sich auf eine Beobachtung von Mérner, derzu- 
folge bisweilen durch Einleiten von Schwefelwasserstoff in den 
angesiuerten Urin von Personen, die Arsen als Arzneimittel 
gebraucht hatten, kein Niederschlag entstand, wahrend durch 
andere Proben As mit Leichtigkeit nachgewiesen werden konnte. 
Dieses Verhalten la8t sich indessen auch ohne Zuhilfenahme 
einer organischen Arsenverbindung erklaren. Arsenséiure, an 
deren Vorkommen im Harn nach den Untersuchungen von 
Vitali und Bing trotz der gegenteiligen Behauptung Severis 
nicht gezweifelt werden kann, wird bekanntlich erst durch 
lingeres Einleiten von H,S bei 70° als Pentasulfid gefallt. Aber 
auBerdem ist zu beachten, daB bei dem Gehalt des Harns an 
Kolloiden und der Neigung der Arsensulfide, kolloidale Lé- 
sungen zu bilden, eine quantitative Abscheidung im Harn, be- 
sonders bei kleinen Mengen, nicht stattzufinden braucht.‘ 

Das ist unzweifelhaft richtig, dennoch habe ich, wie gesagt, 
eine Beobachtung gemacht, welche auf das Vorkommen einer 
organischen Verbindung nach Einfiihrung von As,O, hindeutet. 
Dieselbe findet sich in meiner 6fters erwaihnten Arbeit iiber 
den Nachweis des Arsens im Harn angefiihrt. Ein ca. 2300 g 
schweres, mit Hafer und Kohl ernahrtes Kaninchen hatte von 
einer 0,1 °/,igen, schwach alkalischen Lésung von As,O, an drei 
aufeinanderfolgenden Tagen je 10 cem (-+- 15 ccm Wasser) 

0,03 As,O, == 0,0227 As in den Magen erhalten. Der 
Harn war gesammelt und durch Salzséiurezusatz konserviert. 

Aus dem mit Na,CO, alkalisierten, dann eingedampften 
Harn ging As reichlich in den Alkohol iiber, was, wie erwahnt, 
nach Zusatz von Na, AsO, und Na, AsO, nicht der Fall ist. Bei der 
unbedingten Sicherheit, mit der anorganisches Arsen durch Alkohol 
aus dem Harn gefallt wird, kann man sich der SchluGfolgerung, 
daB auch in diesem Falle As organisch gebunden war, nicht 
entziehen. Das einzige, was man noch einwenden konnte, war 
allenfalls, da8 der Harn langere Zeit (ca. 1 Monat) mit Salz- 
siure versetzt gestanden hatte, wenn auch nicht abzusehen ist, 
wie die Salzsiure das Eintreten einer organischen Bindung ver- 
ursacht haben sollte. Auf alle Falle schien es mir zweckmabBig, 
den Versuch zu wiederholen, auch schon aus dem Grunde, weil in 
dem erwahnten Falle der Alkoholniederschlag iiberhaupt 
nicht beriicksichtigt war. 
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Versuch VII. 

Kaninchen von 1850 g Kérpergewicht erhielt am 18./5. 08 
6,6 ccm einer As,O,-Lésung von 0,1°/,== 0,005 As. Das Tier 
fribt am Versuchstage schlecht, am nachsten Tage schon wieder 
ganz gut. 

Harn vom 18. ca. 300 ccm eingedampft und mit Alkohol 
ausgezogen. Untersuchung nach A. N. M.: 

a) Alkoholauszug: enormer Arsenspiegel. 

b) Fallung: Arsenspiegel etwa ebenso stark wie bei a). 

Das Arsen ist also in beiden Formen vorhanden. 

Harn vom 19. fast 600 ccm; dasselbe Resultat. 

Harn vom 20. == 400 ccm: 

a) Alkoholauszug: sehr starker Spiegel. 

b) Fallung: sehr schwacher Spiegel. 

Harn am 21. = 450 ccm: Alkoholauszug; maBig starker 
Spiegel. 

Harn am 22. = 420 ccm: 

a) Alkoholauszug: deutlicher Spiegel. 

b) Fallung: Spiegel nicht sicher zu konstatieren. 

Harn am 23.= 460 ccm: a-+-b zusammen; deutlicher 
Spiegel. 

Es ist danach nicht daran zu zweifeln, daB auch nach 
Einfiihrung von arseniger Siure der Harn organisch gebundenes 
Arsen enthalt; ein Unterschied ist aber doch gegeniiber dem 
arsenparanucleinsauren Eisen zu konstatieren: wahrend bei 
diesem allenfalls sehr kleine Mengen ionisiertes Arsen vorhanden 
waren, war nach Zufuhr von As,O, zunichst etwa ebensoviel 
resp. etwas mehr ionisiertes Arsen vorhanden, wie organisch 
gebundenes, spater freilich tiberwog die Ausscheidung in orga- 
nischer Form bedeutend iiber die anorganische, zm 5. Tage 
war letztere nicht mehr zu konstatieren. 

Mich interessierte nun weiterhin die Frage, ob die 
Ausscheidung des Arsens nach Zufuhr von As,O, ebenso 
lange dauere, wie nach Verabreichung von arsenparanuclein- 
saurem Eisen. Es wurden daher die Harne noch eine ganze 
Reihe von Tagen gesammelt und durch Chloroformzusatz kon- 
serviert. Bei der Untersuchung dieser Harne — es wurde 
direkt der eingedampfte Harn oxydiert — zeigte sich nun die 
auffallende Erscheinung, daB fortdauernd schwache Arsenspiegel 
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auftraten, ohne daB eine Abnahme der Starke des Anfluges zu 
bemerken war, so auch noch in dem Harn am 4./6., also am 
16. Tage nach Einfiihrung von As,Q,. 

So muBte der Verdacht entstehen, daB8 der Arsengehalt 
des Harnes gar nicht von dem eingefiihrten Arsen abhingig 
sei, sondern aus irgendeiner anderen Quelle stamme. 

Als solche Quellen kamen in Betracht: 1. die Reagenzien, 
2. das benutzte Filtrierpapier, 3. der zum Auffangen des Harnes 
dienende, aus Zink bestehende Schiebkasten und endlich 4. die 
Nahrung selbst. In dem vorliegenden Versuch VII war das 
Kaninchen mit Kohlrabi (Blatter und Knollen) gefiittert worden, 
da zur Zeit der Anstellung des Versuchs WeiSkohl nicht mehr zu 
haben war. 

1. Zur Priifung der Reagenzien wurde a) die Schwefelsaiure 
mit dem als arsenfrei bezeichneten Zink fiir sich geprift: auch 
bei stundenlangem Gliihen ergab sich keine Spur eines An- 
fluges von As; b) 20 ccm der angewandten Salpeterséure von 
1,48 D mehrere Stunden im Kjeldahl-Kolben mit 10 ccm 
Schwefelséure erhitzt; dasselbe Resultat. 

2. Filtrierpapier wurde in den folgenden Versuchen ganz 
vermieden. 

3. Der benutzte Kafig wurde griindlich gereinigt und ein 
soeben vom Handler eingekauftes Kaninchen von 2050 g K6rper- 
gewicht hineingesetzt. Der Harn gab einen deutlichen Arsen- 
spiegel, etwa ebenso stark wie in den spateren Tagen des Ver- 
suchs VII. Somit stammten die Spuren von Arsen aus dem 
Zink des Kafigs, trotzdem der Harn immer nur kurze Zeit mit 
dem Zink in Beriihrung war. Auffallend war, daB diese Er- 
scheinung in den friiheren Versuchen nicht beobachtet war. 
Vielleicht erklart sich dies dadurch, daB das Zink des vorher 
wenig benutzten Kafigs bei dem langen Gebrauch und viel- 
facher Reinigung starker angegriffen war, gewissermaBen seine 
schiitzende Haut eingebiiBt hatte und leichter Zinkoxyd bildete. 
Méglicherweise hat auch der bei Kohlrabifiitterung entleerte 
stark alkalische Harn eine stairker lésende Wirkung auf Zink- 
oxyd als der Harn nach WeiB®kohlfiitterung. 

4. Es war nun noch die Probe auf das Exempel zu machen. 
Das Kaninchen wurde in eine groBe, nach unten trichterformig 
endende Glasglocke gesetzt (dieselbe hatte friiher zu Respirations- 
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versuchen gedient); das Tier sa8 auf einer in die Glocke ein- 
gesetzten mit Lochern versehenen Porzellanplatte. Selbst- 
verstandlich waren Glasglocke und Porzellanplatte aufs sorg- 
faltigste gereinigt. Nunmehr muBte der Harn arsenfrei sein. 
Er war es aber nicht! Nach etwa 1'/,stiindigem Gliihen 
war ein ganz geringer, aber doch gegen einen weifen Hinter- 
grund deutlich sichtbarer braunlicher Anflug wahrnehmbar, viel 
schwicher freilich als bei dem Auffangen des Harnes im Zink- 
kifig, aber doch zweifellos vorhanden. Der Harn wurde an 
mehreren Tagen untersucht: das Resultat blieb unverandert. 

Man mu8 danach annehmen, da8 der verfiitterte Kohlrabi 
Spuren von Arsen enthielt. Ob es sich dabei um einen zu- 
falligen oder regelmaBigen Befund handelt, mu8 vorlaufig dahin- 
gestellt bleiben. Bei der groBen Verbreitung des Arsens in der 
Natur und der erwiesenen Fahigkeit der Pflanzen, Arsen auf- 
zunehmen, ist der Befund, wenn er sich bestiatigt, im Grunde 
genommen garnicht so iiberraschend. Zieht man in Betracht, 
daB lésliche Arsenverbindungen zweifellos aus verschiedenen 
gewerblichen Betrieben dauernd, gelegentlich auch wohl aus 
wissenschaftlichen Laboratorien in die Abwiasser gelangen, so 
wire namentlich auf den Rieselfeldern Gelegenheit zum Uber- 
gang von Spuren Arsen in die Pflanzen vorhanden. Ich brauche 
kaum hervorzuheben, da8 diese minimalsten Spuren in gesund- 
heitlicher Beziehung giinzlich bedeutungslos sind — um so mehr, 
als die Aufnahme von Gemiise resp. speziell Kohlrabi beim 
Menschen sich relativ zum Kérpergewicht immer in sehr be- 
scheidenen Grenzen halt —, ja vielleicht sogar fiir die Ernahrung 
von Wert. Beim Nachforschen in der Literatur fand ich nun, 
daB bereits altere Angaben iiber das Vorkommen von Arsen 
in den Blattern von Brassica oleracea, zu denen der Kohlrabi 
gehort, und in den Kartoffeln vorliegen. Sie finden sich erwahnt 
in dem Gmelin-Krautschen Handbuch der anorganischen Chemie 
6. Aufl. 2, 2. Abt. S. 545, allerdings mit dem Zusatz , diese Angaben 
bediirfen der Bestitigung’‘. Der in diesem Zusatz: liegende 
Zweifel wird jedoch sofort wiederum durch die Bemerkung 
aufgehoben: ,,Doch scheint die Méglichkeit einer Aufnahme von 
Arsen durch die folgenden Beobachtungen') erwiesen.‘‘ Ob 

+) Die Anfiihrungen dieser Beobachtungen halte ich hier fiir ent- 
behrlich. 
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dieses Vorkommen ein konstantes oder zufilliges ist, muB8 hier 
dahingestellt bleiben, es geniigt mir, auf die Tatsache hin- 
gewiesen zu haben. — Falls jemand die Angabe nachpriifen 
wollte, wiirde ich raten, nicht auf die Passage durch den 
Tierkérper zu verzichten. Diese bietet viel gréBere Chancen 
als die direkte Untersuchung. Wir besitzen kein Verfahren, 
um so groBe Mengen organischer Substanz, soweit sie in die 
Reihe der Nahrstoffe gehért, mit derselben spielenden Leichtig- 
keit und ohne Anwendung héherer Temperatur zu zerstéren 
oder doch nahezu vollstandig zu zerstéren, wie es der Tier- 
korper vermag. Der Tierk6érper ist in dieser Beziehung allen 
unseren Hilfsmitte'n iiberlegen, die direkte Untersuchung halte 
ich schon wegen der erforderlichen groBen Menge von Chemi- 
kalien fiir ganzlich aussichtslos. 

Um das Bild des Verhaltens des arsenparanucleinsauren 
Eisens zu vervollstandigen, habe ich noch einen Versuch mit 
subcutaner Einspritzung gemacht. 


Versuch VIII. 


Kaninchen von 1850 g erhielt von einer Lésung von 

A. P. E., die in 100 ccm 0,15 As enthielt, am 5./6. 08 2 ccm 
0,003 As subcutan, der Harn vom 5, ergab: 

a) Alkoholauszug: sehr starker Arsenspiegel. 

b) Niederschlag: ziemlich starker Arsenspiegel. 

Die Untersuchung wurde nicht weiter fortgesetzt, da ja 
schon die durch die einmalige Untersuchung die Resorbier- 
barkeit vom Unterhautbindegewebe aus festgestellt war. 

Ich komme endlich zu der Frage nach dem Verbleib des 
Arsens in quantitativer Beziehung, die ich nur nebenher und 
nur an arsenigsaurem Natron untersucht habe. 

Alle Autoren stimmen darin iiberein, daB ein groBer Teil des 
Arsens im Kérper verschwindet, nach manchen sogar der gréBte. 

Fiir dieses Verschwinden sind die verschiedensten Er- 
klarungen aufgestellt, deren Begriindet- oder nicht Begriindetsein 
Heffter’) einer ausfiihrlichen Untersuchung unterzogen hat. 

Danach steht es fest, daB Arsen dauernd in den Epider- 
moidalgebilden abgelagert wird. Es hei®t 1. c. S. 408: 


1) Arch. internation. de Pharmacodynamie et de Théraipe 15, 399, 
1905. 
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,,Man findet die Haare noch arsenhaltig, wenn nach der 
Einnahme des Giftes Monate und Jahre verstrichen sind und 
die Leber und die Knochen bereits arsenfrei gefunden wurden. 
Der Organismus entledigt sich eines Teils des Giftes durch Ab- 
lagerung in die zur Abstossung gelangenden epidermoidalen Ge- 
bilde.‘ 

Ebenso bleibt, wenigstens eine Zeitlang, Arsen in der 
Leber. Uber die Art der Bindung in dieser kommt Heffter 
zu dem Resultat, daB die ,,Nucleinhypothese“, welche annimmt, 
daB die Arsensiure die Phosphorséure im Nuclein ersetze, sich 
nicht als ausreichend begriindet nachweisen 1aBt, die ,,Lecithin- 
hypothese“ sicher unbegriindet ist. 

Wenn nun auch durch diese Beobachtungen die Ansicht 
von dem spurlosen Verschwinden eines groBen Teils des Arsens 
noch einer einmaligen oder einigen Gaben als unbegriindet er- 
wiesen ist, so bleibt es doch fraglich, ob durch den Ubergang 
in die Epidermoidalgebilde der Verbleib des Arsens in quanti- 
tativer Richtung vollstandig aufgeklart ist, und es bleibt auf- 
fallend, da8 von einer so leicht léslichen Substanz, wie das arsenig- 
saure Natron, bei Zufiihrung per os nur so geringfiigige Mengen 
in den Harn iibergehen, wie die meisten Autoren angeben; nach 
Heffter beim Hund 18 bis 19°/,, beim Menschen 8 bis 14°/,. 
Die enormen Arsenspiegel, die ich in meinen Versuchen 6fters 
erhielt, bestirkten mich in dem nach meinen sonstigen Beob- 
achtungen schon bestehenden Verdacht, daB die Geringfiigig- 
keit der Ausscheidung vielleicht nur eine scheinbare sein méchte, 
verursacht durch die allgemein iibliche Methode des Nachweises. 
Méglicherweise kénnte sich ja aber auch das Kaninchen anders 
verhalten wie der Hund und der Mensch. 

Leider habe ich es in den friiheren Versuchen versiumt, 
die quantitative Ausscheidung zu beriicksichtigen und dies nur 
in Versuch VII getan, der sich auf das Verhalten der arsenigen 
Saure bezieht. Wie Armand Gautier, Hédlmoser'), Po- 
lenske*), Heffter bediente auch ich mich der Wagung des 
Arsenspiegels. 

Man schneidet den den Arsenspiegel enthaltenden Teil der 





1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 83, 329, 1901; daselbst die Literatur- 
angaben betrefis Gautier. 
2) Jahresb. f. Pharm. iiber das Jahr 1889 (H. Beckurts), 1891, 196. 
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Réhre heraus, wigt ihn, befreit ihn von Arsen und wigt aufs 
neue. Es laBt sich ja mancherlei gegen dieses Verfahren sagen. 
Vor allem setzt es eine ganz besonders feine Wage voraus. 
Wenn die Wage, wie die mir zur Verfiigung stehende, nur */,,, 
héchstens */,, mg angibt, so k6nnen die Resultate, bei Arsenmengen 
von einigen Zehntel Milligramm, um die es sich hier handelt, nur 
annahernde sein. Man muB ferner sorgfaltig auf etwaige beim 
Herausschneiden der Roéhre entstehende Risse achten, die bei 
der Behandlung der Roéhre zur Entfernung des Arsens zu Ab- 
splitterungen von Glas und damit zu Feblern fiihren kénnen. 
Immerhin zeigen die von Hédlmoser und Heffter mitge- 
teilten Kontrollversuche, daB sich mit den Verfahren arbei- 
ten laBt. 

Die Entfernung des Arsens bewirkt Polenske durch Er- 
warmen mit Salpetersiure, Abspiilen und Trocknen. Ich habe 
dieses in einigen hier nicht mitgeteilten Versuchen auch getan 
— die Réhre wurde noch mit Alhohol und Ather gewaschen —, 
finde aber die Entfernung durch einfaches gelindes Erwarmen 
bequemer. ZweckmaBig streift man dabei das Réhrenstiickchen 
auf eine der zu bakteriologischen Zwecken iiblichen Platin-Impf- 
nadel (die natiirlich keine Ose am Ende tragt) und erhitzt ge- 
lind direkt itiber der Flamme. 

In dem Versuch VII ergaben sich nun so folgende Gewichte 
fiir den Arsenspiegel: 


Harn vom 18. a)') 0,5mg b) 0,7 = 1,2 mg, 
- » 19. a) 08, b) 03—1,1 ,, 
: 20. a) 0,4, b) nicht waigbar = 0,4mg, 
; 21. a) O,2,, b)nichtbestimmt — 02 , 
ms ,, 22. a) etwas mehr als 0,1 mg, 
_ », 23. a) -+- b) zusammen bestimmtetwas mehrals0,1 mg. 


Das ergibt zusammen 3,1 mg As = 62°/, des angewendeten. 
Dieser Wert ist indessen als Minimalwert anzusehen. Zunachst 
ist das Verfahren in quantitativer Beziehung im Prinzip nicht 
ganz einwandfrei, da aus Lésungen von Arsensiure beim Er- 
hitzen mit Salzsiure Arsen entweicht.*) Dies mu8 natiirlich 


1) a) = Alkoholauszug, b) = Alkoholniederschlag. 
2) Mayrhofer Annal. d. Chem. u. Pharm. 158, 316, 1871. 
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auch im vorliegenden Falle geschehen, wenn die kochsalzhal- 
tigen oxydierten Harnextrakte mit Schwefelséiure erhitzt wer- 
den.’) Ebensowenig war die Ausfiihrung der Untersuchung eine 
quantitativen Anforderungen entsprechende, namentlich wurde 
die salpetersaure Lésung des Harnriickstandes nicht quantitativ 
genau in den Kjeldahl-Kolben iibergefiihrt: ich hatte ja ur- 
spriinglich quantitative Bestimmungen gar nicht beabsichtigt, bin 
vielmehr erst durch die erwahnte Arbeit von Heffter in dem 
Arch. de Pharmacodynamie usw. hierzu angeregt worden. Die 
Spiegel waren z. T. auch schon vor einiger Zeit hergestellt. 

Zieht man nun in Betracht, daB die Ausscheidung, wenn 
auch in geringer Menge, noch einige Tage fortdauerte, daB der 
Kot nicht beriicksichtigt ist, daB ein gewisser Teil des Arsens 
in die Epidermoidalgebilde iibergeht, so liegt meiner Ansicht nach 
kein Grund mehr zu der Annahme vor, daf die arsenige Saiure 
beziiglich ihres Verhaltens im Organismus eine Ausnahmsstellung 
einnimmt. Auch die Langsamkeit der Ausscheidung kann man 
nicht fiir eine solche geltend machen. Sie erklart sich durch 
die voriibergehende Bindung in der Leber und in den Knochen. 
AuBerdem kennen wir ja zahlreiche, selbst sehr leicht lésliche 
Substanzen, deren Ausscheidung sich sehr lange hinzieht, als 
das hervorragendste Beispiel nenne ich nur das Rhodankalium. 
Beziiglich der Unvollstandigkeit der Ausscheidung erinnere ich 
daran, daB noch nie alles Jod nach Einnahme von Jodkalium 
wiedergefunden wurde. 

Ob das Kaninchen beziiglich der Ausscheidung des Arsens 
eine Sonderstellung einnimmt, was wenig wahrscheinlich, oder ob 
auch beim Hund und Menschen die Ausscheidung bei Anwendung 
guter Methoden ahnliche Werte erreicht, mu8 ich dahingestellt 
sein lassen. 

Ganz kurz sei noch die Frage der Giftigkeit des Arsens 
im arsenparanucleinsauren Eisen beriihrt. 

Nachdem ich gefunden hatte, daB bei Kaninchen von 
ca. 2 kg Korpergewicht 

15,2 mg As = 20,1 mg As,O, in 3 Tagen (Versuch I), 

ws eee we «oh a He II), 


1) In dem einen obenerwihnten Kontrollversuch ist dieses aller- 
dings héchstens in sehr geringem Grade der Fall gewesen. 
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10 mg As=13,2mg As,O, in 2 Tagen (Versuch III), 
25. »=iS. ww «wi tpet . iF 
keine Wirkung gezeigt hatten (nur in Versuch II war eine leichte 
Abnahme der FreBlust zu konstatieren), glaubte ich, daB die Ver- 
bindung wesentlich weniger giftig sei als die arsenige Saure. 
Ein bereits in der zitierten Arbeit in der Zeitschr. f. physiol. 
Chem. berichteter Versuch zeigte indessen, daB die Toleranz am 
Kaninchen gegen arsenige Saéure weit grofer ist, als ich an- 
genommen hatte. In diesem Versuch erhielt ein Kaninchen 
von 2 kg Korpergewicht je 0,01 As,O, in schwach alkalischer 
Lésung an drei aufeinanderfolgenden Tagen, im ganzen also 
30 mg As,O, = 22,7 mg As in 3 Tagen. Das Tier blieb voll- 
stindig gesund, der Harn enthielt reichlich Arsen. Demnach 
liegt kein Grund vor, dem As in dem arsenparanucleinsauren 
Eisen eine geringere Wirkung zuzuschreiben als in der arsenigen 

Saure. 

Zum Schlu8 méchte ich die Ergebnisse der vorliegenden 
Untersuchung kurz zusammenfassen: 

1. Mit Hilfe der Alkolfallung la8t sich im alkalischen 
Kaninchenharn organisch gebundenes Arsen und anorganisches 
leicht unterscheiden. Man findet dem Harn zugesetztes Natrium- 
salz der arsenigen und Arsensaéure ausschlieBlich im Alkohol- 
niederschlag. Dies gilt sowohl fiir */,, mg As,O,, als auch fiir 
2 mg auf die Tagesquantitat (400 bis 500 ccm) Harn. 

2. Das arsenparanucleinsaure Eisen wird vom Darmkanal 
aus schnell resorbiert, der Harn enthalt reichlich Arsen. Dieses 
Ergebnis verstarkt die schon friiher ausgesprochene Ansicht, da8 
das arsenparanucleinsaure Eisen in der Tat eine chemische Ver- 
bindung ist, denn arsensaures Eisen wird nach der allgemeinen 
Anschauung nicht resorbiert. 

3. Der Harn enthalt nach Ejinfiihrung der genannten Ver- 
bindung das Arsen fast ausschlieBlich in organischer Bindung, an 
den ersten Tagen kann auch etwas anorganisches Arsen vor- 
handen sein. 

4. Ebensogut wie vom Darmkanal wird das arsenparanuclein- 
saure Eisen auch vom Unterhautbindegewebe resorbiert. 

5. Nach Verabreichung ven arseniger Saure enthalt der 


Harn sowohl organisch gebundenes, als anorganisches Arsen, 
Bicchemische Zeitschrift Band 13. 23 
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das erstere etwas iiberwiegend; das anorganische Arsen tritt 
im spateren Verlauf sehr zuriick. 

6. Von Kaninchen innerlich beigebrachtem, arsenigsaurem 
Natron wurden in den ersten 6 Tagen mindestens 62°/, durch 
den Harn wieder ausgeschieden. Abgesehen von der von anderer 
Seite festgestellten Ablagerung von Arsen in den Epidermoidal- 
gebilden liegt kein Grund vor, dem Natriumarsenit eine Aus- 
nahmestellung gegeniiber anderen, leicht léslichen Korpern zu- 
zuschreiben. 

7. Es scheint, da8B manche Vegetabilien auBerste Spuren 
von Arsen enthalten. 




















Zur Wertbestimmung der Katalasen und Oxydasen 
im Blut. 
Erste Mitteilung. 
Von 


Walther Lob. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Rudolf Virchow- Kranken- 


hauses in Berlin.) 


(Eingegangen am 24. August 1908.) 
Mit 2 Figuren im Text. 


Einleitung und Untersuchungsmethoden. 


Die von Schénbein beobachtete Tatsache der Wasser- 
stoffperoxydzersetzung durch Blut erméglicht im Verein mit 
der Guajacreaktion eine Unterscheidung der Katalasen und 
Oxydasen, die u. a. zu der Auffindung und Untersuchung der 
Hamase durch Senter') fihrte. Die Vermutung, daB die 
beiden Enzymarten im Blute mit Oxydationsvorgangen in nahem 
Zusammenhang stehen, ist haufig geauBert worden. Der Auf- 
klarung dieser Verhiltnisse steht vorlaiufig die groBe experi- 
mentelle Schwierigkeit der Reindarstellung der Enzyme ent- 
gegen, so daB die bisherigen Ergebnisse eine Reihe noch un- 
bekannter Faktoren enthalten. Zweifellos gehéren aber Kata- 
lasen und Oxydasen zu den charakteristischen Elementen des 
Blutes, deren Beziehungen zu den Zustaénden des Organismus 
so innige sind, daB die Aussicht besteht, wenn auch nicht 
durch die Feststellung ihrer Menge, so doch durch die Messung 
ihrer Wirksamkeit Aufschliisse zu erhalten, die fiir die Zustands- 
beurteilung des Gesamtorganismus von Bedeutung sein kénnen. 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 44, 257, 1903; 51, 673, 1905. 
23 * 
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Quantitative Versuche dieser Art sind u. a. von Jolles') und 
Lesser”) angestellt worden, welche die Schénbeinsche Reaktion 
als MaB fiir die Wirkung und relative Menge der Katalasen 
im Blut benutzten. 

Jolles entnahm dem Ohrlaippchen oder der Fingerbeere 
0,05 com Blut und blies es in ein 50 ccm-Koélbchen, das 30 ccm 
physiologische Kochsalzlésung enthielt, spiilte mit der gleichen 
Lésung die Pipette nach und fiillte mit derselben auf 50 ccm 
auf. Von dieser Fliissigkeit setzte er 10 ccm (0,01 ccm Blut) 
zu 30ccm einer 1°/, neutralen Wasserstofiperoxydlésung, lieB 
zwei Stunden bei 15° stehen und bestimmte nach dieser Zeit 
den Gehalt an Wasserstoffperoxyd. Die Anzahl Gramme, die 
leccem Blut in der angegebenen Zeit zersetzt, wird als Kata- 
lasenzahl bezeichnet. Sie liegt bei normalem Blut zwischen 
18 und 30, meist zwischen 20 und 26, Arterielles und vendses 
Blut zeigen keine Differenzen, pathologische Fille meist eine 
Herabsetzung der Katalasenzahl. 

Eine &ahnliche Methode befolgte Lesser. Er fand, da8 
die Blutarten verschiedener Tiere sich hinsichtlich der Intensi- 
tat der Katalasenwirkung sehr verschieden verhalten. Auch 
der Guajacreaktion schenkte Lesser Aufmerksamkeit, freilich 
nur in qualitativer Richtung. Er konnte die durch Biut und 
Wasserstoffperoxyd veranlaBte Blaufarbung durch Zusatz ver- 
schiedener, reduzierend wirkender Stoffe aufheben, aber auch 
nachweisen, da8 bei der Zerlegung des Wasserstoffperoxyds 
durch Katalase weder Fett noch Traubenzucker oxydiert werden. 

Bei der Einfachheit der Schénbeinschen Reaktion scheint 
ihre wissenschaftliche und praktisch-diagnostische Ausnutzung 
noch recht geringfiigig. Durch die Arbeiten Ostwalds, 
Bredigs, Senters, Eulers u. a. ist die Kinetik katalytischer 
Reaktionen, der sich jene Enzymreaktion unterordnet, auf eine 
geniigend sichere Basis gebracht, um den katalytischen Vorgang 

H,0, —+ H,O +- 0, 
mag der Sauerstoff aktiv oder inaktiv abgespalten werden, 
zum Ausgangspunkt weiterer Versuche zu wahlen. Da die 


1) Miinch. med. Wochenschr. 1904, 2083; Fortschritte der Medizin. 
22, 1229, 1904; Virchows Archiv 180, 185, 1905; Zeitschr. f. anal. Chem. 
44, 1. 

*) Zeitschr. f. Biol. 48, 1, 1906. 
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durch die Oxydase veranlaBte Oxydation, wie sie sich durch 
Blauung einer Guajac- oder Benzidinlésung offenbart, zweifel- 
los gleichfalls einen katalytisch beschleunigten Proze8 darstellt, 
so erscheint die quantitative Verfolgung auch dieses Vorgangs 
angebracht. 

Man kann die Messung der Enzymwirkungen auf Wasser- 
stoffperoxyd in zweierlei Weise vornehmen. Entweder beobachtet 
man den Reaktionsverlauf mit der Zeit, wie es Senter bei der 
Hamase getan hat, und vergleicht die Zeitumsatzkurven, die 
bei der anfanglichen Proportionalitét der Katalysatormenge 
mit der Umsatzmenge einen Schlu8 auf den relativen Enzym- 
gehalt gestatten. Oder man fiihrt die: Versuche bis zu einem 
Gleichgewicht durch und priift, ob eine Verschiebung desselben 
in Abhangigkeit von der Enzymmenge zu konstatieren ist. Selbst- 
verstandlich kann es sich in dem letzteren Falle nur um ein 
scheinbares Gleichgewicht handeln, das durch die Gegenwirkung 
der Reaktionsprodukte gegen den durch: das Enzym veran- 
laBten Verlauf erzielbar ist. Es erscheint daher sehr wohl 
méglich, daB dieses scheinbare Gleichgewicht durch die Enzym- 
menge reguliert wird. Es ist fiir das Eintreten des schein- 
baren Gleichgewichtes nicht erforderlich, da8 die H,O,-Zer- 
setzung eine reversible Reaktion ist. Herlitzka') hat bei 
einer Katalase aus Ochsenleber keine Abhangigkeit des Spal- 
tungsgrades bei Verainderung des partialen Sauerstoffdruckes, 
also keine Reversibilitét feststellen kénnen. Wie die Versuche 
ergaben, ist die Erreichung eines scheinbaren Gleichgewichtes 
méglich, d. h. die Zersetzung des H,O, kommt vor seinem 
volligen Verbrauch zum Stillstand und kann durch erneuten 
Zusatz des Enzyms wieder angeregt werden. 

Als MaB der Spaltung des Wasserstoffperoxyds wurde an 
Stelle der genaueren titrimetrischen Methoden die Sauerstoff- 
bildung selbst gewahlt, und zwar aus verschiedenen Griinden. 
Erstens kam es darauf an, eine direkte und bequeme Ablesung 
zu erhalten, um fiir den Fall ihrer Brauchbarkeit die Methode 
in einer fiir den Arzt praktischen Ausfiihrungsform zu besitzen. 
Dann aber muBte, um ein falsches Gleichgewicht zu erreichen, 


1) Rendic. d. R. Ac. d. Lincei 15, (5), Il. Sem. (nach Malys Tier- 


chemie. ) 
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der Sauerstoff im System gehalten, in gegen die Luft abge- 
schlossenen GefaéBen mithin gearbeitet werden. SchlieBlich war 
beabsichtigt, auch die Oxydasenwirkung zu messen. Es wurde 
hierbei die Annahme zugrunde gelegt, daB auch die Oxydasen 
Wasserstoffperoxyd zerlegen, daB also der Gesamtsauerstoff, 
der aus reinem H,O, zur Ausscheidung gelangt, durch Katalasen 
und Oxydasen geliefert ist, d. h. ein Gemenge von aktivem und 
inaktivem Sauerstoff darstellt. Gelingt es, durch einen geeigneten 
Depolarisator, einen oxydabeln Kérper, den aktiven Sauerstoff 
zu binden, so lieBe sich aus der Differenz in den Sauerstoff- 
bestimmungen mit und ohne Depolarisator ein Schlu8 auf den 
relativen Oxydasen- und Katalasenwert ziehen. Zweifellos be- 
sitzt ein solches Verfahren bei unserer Unkenntnis iiber die an 
der H,O,-Katalyse beteiligten Enzyme des Blutes groBe Un- 
sicherheit, wenn man aus den erhiltlichen Werten einen Schlu8 
auf die wirkliche Menge irgendwie genauer charakterisierter 
Enzyme ziehen wollte. Aber weder war das letztere das Ziel 
der Untersuchung, noch ist seine Erreichung bei dem jetzigen 
Stande unseres Wissens iiberhaupt médglich. Es handelt sich 
vielmehr darum, experimentell méglichst genau definierte Ver- 
haltnisse zu wahlen und die experimentellen Ergebnisse mit 
anderen beobachteten Tatsachen in einen Zusammenhang zu 
bringen. Eine Spezialisierung der Enzyme wurde nicht an- 
gestrebt, so daB der Wahl der Bezeichnungen und der Deutungen 
notgedrungen noch ein hohes Ma8 von Willkiir anhaftet. 
Gegen die Durchfiihrbarkeit des Untersuchungsplanes sprachen 
mehrere Angaben der Literatur. Schon Liebermann’) hat 
versucht, die entwickelte Sauerstoffmenge direkt zu messen, 
eine Methode, die, worauf schon Senter*) aufmerksam machte, 
die Gefahr fehlerhafter Ablesungen durch Ubersittigungs- 
erscheinungen einschlieBt. Aber die Gefahr eines gréleren 
Fehlers besteht nur fiir den Fall einer sehr geringen Sauerstoff- 
entwicklung, wie sie Liebermann beobachtete. Durch Wahl 
geeigneter Verhiltnisse ist es ein leichtes, die Sauerstoffmenge 
so zu vergréBern, da8 der Ubersattigungsfehler belanglos wird. 
Ferner hat Liebermann bei seinen Studien iiber die 


1) Pfliigers Archiv 104, 176, 1904. 
*) loc. cit. 
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Katalyse der Wasserstoffperoxydzersetzung durch kolloidales 
Platin und die Fermente des Malzauszuges beobachtet, daB die 
Sauerstoffentwicklung in Gegenwart von Guajactinktur und 
Indigo zuriickgeht, und den Schlu8B gezogen, dal’ der Sauerstoff 
zur Oxydation verbraucht wird. Eine ahnliche Anschauung 
vertritt Lesser. Hiergegen erhebt Senter Einwande auf 
Grund seiner Beobachtung, daB Indigolésung auch bei kraftiger 
Wasserstoffperoxydzersetzung nicht entfarbt wird, und bemerkt, 
da8 vielleicht eine besondere Oxydase im Malzauszug tatig ist. 
Diese Moglichkeit ist ohne weiteres zuzugeben; die ganze 
Definition der Katalasen und Oxydasen ist in letzter Linie auf 
die mehr oder weniger starke Aktivitat des abgespaltenen 
Sauerstoffes gegriindet. 

Der Begriff der Aktivitat des Sauerstoffs ist natiirlich 
auch nur ein relativer und richtet sich nach der mehr oder 
weniger leichten Oxydierbarkeit des gerade vorliegenden De- 
polarisators. Auch der durch Katalasen_ entwickelte Sauerstoff 
ist aktiv gegeniiber solchen Substanzen, die bereits vom Luft- 
sauerstoff oxydiert werden. Allgemein mu8 man sagen, da 
jedes Enzym aus dem Wasserstoffperoxyd den Sauerstoff mit 
einem bestimmten Oxydationspotential entwickelt und daher 
die Ubertragung dieses Sauerstoffs auf jeden Depolarisator, der 
auf das gegebene Depolarisationspotential anspricht, anzuregen 
vermag. Die Begriffe der Oxydasen und Katalasen konnen 
daher ineinander iibergehen, wenn man sie nicht durch den 
Depolarisator fiir den entwickelten Sauerstoff abgrenzt. Wahlt 
man die Oxydation einer Guajaclésung durch H,O, als Kenn- 
zeichen fiir die Gegenwart einer Oxydase, so findet man im 
Blute Katalase und Oxydase, wahlt man aber Traubenzucker, 
der nicht nachweisbar oxydiert wird, so fehlt die Oxydase, und 
nimmt man einen durch Luftsauerstoff oxydablen Korper, so 
findet man nur Oxydasen. Hier kénnen erst durch die Messung 
der Oxydationspotentiale des abgespaltenen Sauerstofis durch- 
sichtige Verhialtnisse geschaffen werden. Wenn daher Senter 
bei seinen Blutuntersuchungen feststellt, daB die Eigenschaft 
des Blutes, Wasserstoffperoxyd zu zersetzen, nicht in Zusammen- 
hang mit seiner Eigenschaft, Guajactinktur zu blauen, steht, 
so kann aus dieser Feststellung ein allgemeiner Schlu8 nicht 
gezogen werden. In den Versuchen wird gezeigt werden, daS 
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das Vermégen der Peroxydzersetzung in engem Zusammenhang 
mit bestimmten Oxydationswirkungen steht und daB bei Gegen- 
wart von z. B. Benzidin, Pyrogallol, Salicylaldehyd ein bestimmter 
Teil des Sauerstoffs zu Oxydationswirkungen zuriickgehalten 
wird. Es ist also méglich, die Katalasen- und Oxydasen- 
wirkung in bezug auf einen bestimmten Depolarisator quanti- 
tativ zu trennen. Mehr als eine solche, nur empirisch be- 
griindete Ordnung der Enzymwirkungen im Blut konnte zuniachst 
nicht erstrebt werden. 

AuBer der Volummessung des entwickelten Sauerstofis wurde 
eine Methode, seinen Druck direkt abzulesen, konstruiert und 
dieser schlieBlich wegen der gré8eren Bequemlichkeit und Hand- 
lichkeit der Vorzug gegeben. 

Alle bisher angestellten Versuche, deren Mitteilung in der 
nachsten Zeit erfolgen soll, sind in Gemeinschaft mit Herrn 
Dr. Mulzer durchgefiihrt. 

Leider konnten wir durch auBere Umstinde die gemein- 
same Arbeit nicht in der beabsichtigten Weise durchfiihren. 
Wir halten es aber trotzdem fiir richtig, die nicht abgeschlos- 
senen Ergebnisse zu veréffentlichen, weil die groSe Anzahl der 
sich aufdringenden Fragen weitere Kreise zur Mitarbeit er- 
fordert und die Kompliziertheit des Problems seine Inanspruch- 
nahme von den verschiedensten Seiten wiinschenswert macht. 

Uber folgende Punkte haben wir Versuche ausgefiilirt: 

1. EinfluB der H,O,-Konzentration. 

2. Einflu8 der Blut-Konzentration. 

3. Einflu8 des Zusatzes von Sauerstofidepolarisatoren. 

4. Zusammenhang zwischen Wirkungswert des Blutes und 
seinem Hamoglobingehalt bzw. seiner Erythrocytenzahl. 

Bei den Versuchen werden alle Einzelheiten, wie Tempe- 
raturen usw., angegeben; hier mége nur noch die Beschreibung 
der benutzten Apparate folgen. Die Methode zur Messung des 
Sauerstoffvolums sei als ,,Volummethode‘, die zur Messung des 
Drucks als ,,Druckmethode“ bezeichnet. 


Volummethode. 


Die Einrichtung und die GréBe des Apparates geht aus 
der nebenstehenden Zeichnung (Fig. 1) hervor. 
Das ZersetzungsgefaB A besteht aus einem starkwandigen 
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GlasgefaB, das sich zu einem langen, rechtwinklig gebogenen 
Glasrohr verjiingt. Dasselbe ist eng gewahlt, um die Diffusion 
des Sauerstofis von der Fliissigkeitsoberfliche méglichst hintan 
zuhalten. An das Glasrohr schlieBt sich, durch Gummischlauch 
verbunden, das der Hempelschen Biirette nachgebildete MeB- 
robr E mit Niveaurohr G. Die graduierte Biirette hat ober- 
halb des Nullpunktes ihrer Teilung einen Schliffhahn F. Unter- 
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halb der Verjiingung zum Glasrohr tragt das ZersetzungsgefaB A 
ein etwa 2cm weites Ansatzstiick, in das der hohle Glas- 
st6épsel B eingeschliffen ist. B besitzt im Schliff eine kleine 
Offnung D, der eine ebensolche in dem Ansatzstiick enspricht, 
so da8 durch Drehung von B die Kommunikation mit der AuBen- 
luft hergestellt oder verhindert werden kann. An den Schiliff- 
hahn B ist mittels eines kurzen Glasstabes der Teller 7’, eine 
kreisrunde Scheibe, angebracht, die an der Peripherie drei kleine 
vertikale Erhéhungen tragt, um das Hinabgleiten des kleinen 
etwa 4mm hohen Schilchens C zu verhindern. 

Die Benutzung des Apparates ist die folgende: Nach Ent- 
fernung des Stépsels B werden 25ccm der H,O,-Lésung in A 
und das entsprechend verdiinnte Blut in abgemessener Menge 
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mittels Pipette in das Schilchen C gebracht, dieses auf den 
Teller des gut eingefetteten Stépsels B gesetzt und letzterer bei 
horizontaler Stellung des Tellers in den Schliffansatz geschoben. 
Durch eine leichte Drehung, bei der ein Abstiirzen des mit 
Blut gefiillten Schalchens ausgeschlossen ist, stellt man die 
Kommunikation mit der Luft her, bringt den Apparat in den 
Thermostat, so da8 A vollstandig vom Thermostatenwasser be- 
deckt ist, und wartet den Temperaturausgieich ab. Sodann 
wird die Biirette ZH mit dem Apparat verbunden, nach Offnung 
von F auf Null eingestellt und nach Abschlu8 der Luft durch 
Drehung von B die Konstanz der Einstellung kontrolliert. Ist 
diese erreicht, so 148t man durch eine Drehung an B von 180° das 
Schalchen C in die Peroxydlésung fallen, schiittelt einmal tiichtig 
um und beobachtet nun in bestimmten Zeitinter: wen die durch 
Q Ff die Sauerstoffentwicklung ve” irangte Luft- 
w 

Be menge bei Atmospharendruck unter Be- 
Hf obachtung der Ablesetemperatur (Tem- 
peratur des Biirettenwassers) und des 
Barometerstandes. 
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Das ZersetzungsgefaB A (Fig. 2) und 
die Fallvorrichtung sind die gleichen wie 
die in der Volummethode angewandten. 
Nur wahlt man bei den immerhin erheb- 
lichen Sauerstoffdrucken, die auftreten 
kénnen, den Stépsel B massiv und bringt 
die Anordnung zur Her- bzw. Abstellung 
en der Luftkommunikation am Manometer 
in Form des aufgeschliffenen, mit Off- 
nung H versehenen Helmes F am Mano- 

Fig. 2. meter D an. Das letztere wird mit Queck- 

silber gefiillt, dessen Stellung auf einer 

in Millimeter geteilten Skala Z ablesbar ist. Zur bequemeren 
Reinigung des Apparates ist das Manometer abnehmbar und 
endet in dem iibergreifenden, aufgeschliffenen Ansatz G, der 
durch zweckmaBige Befestigung mit A gesichert wird. Alle Schliff- 
stellen miissen gut eingefettet sein. Die Belastung des Apparates 
ist so verteilt, daB er auch ohne Beschwerung oder Einfassung 











ge 2 ss 
































Wertbestimmung der Katalasen und Oxydasen im Blut. I. 347 


von A feststeht. Die Fiillung geschieht in der oben geschil- 
derten Weise. Wahrend des Temperaturausgleichs im Thermo- 
staten bleibt durch F die Verbindung mit der AuBenluft be- 
stehen, so daB das Quecksilber in beiden Manometerschenkeln 
auf Null steht. Nach Abschlu8 der Offnung H iiberzeugt man 
sich von der Konstanz der Quecksilberstellung, bringt durch 
Drehung von B das Blut in die Peroxydlésung und beobachtet 
nach einmaligem Schiitteln die Druckzunahme mit der Zeit 
bzw. bis zu einem Endzustand. 








Der Lecithingehalt der Milch. 


Von 
J. Nerking und E. Haensel. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Instituts fiir experimentelle 
Therapie zu Diisseldorf.) 


(Eingegangen am 1. September 1908.) 


Als erster erwaihnte das Vorkommen des Lecithins in der 
Milch, jedoch ohne Angabe der ungefaihren Menge, Toma- 
tscheff'). Stoklasa*) bestimmte dann quantitativ den Gehalt 
an Lecithin nach einer allerdings nicht ganz einwandfreien 
Methode. Schmidt-Mihlheim®*) gibt fiir Kuhmilch einen Ge- 
halt von 0,004°/,, fiir Butter einen solchen von 0,15 bis 0,17°/, 
Lecithin an, wahrend Burow’‘%) fiir Kuhmilch 0,049 bis 0,058°/,, 
fiir Hundemilch 0,06 bis 0,18°/, und fiir Frauenmilch 0,058°/, 
feststellte. Ahnliche Werte wie Burow erhielten Bordas und 
de Raczkowski’*). Neuerdings kam dann SchloB8mann’*) auf 
Grund seiner Untersuchungen zu der Ansicht, daB in der Milch 
kein Lecithin vorhanden und dort, wo es gefunden sei, die 
Méglichkeit vorlige, daB phosphorhaltige Zersetzungsprodukte 
des Caseins in die Atherlésung iibergegangen seien und Lecithin 
vorgetéuscht hitten. Gegen diese Auffassung wendet sich 
W. Koch’), der die negativen Resultate SchloBmanns damit 
zu erklaren sucht, daB SchloBmann versucht hatte, das 


1) Hoppe-Seylers med, chem. Untersuchungen 2, 272, 1867. 
2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 23, 343, 1897. 

8) Arch. f. d. ges. Physiol. 30. 

+) Zeitschr. f. physiol. Chem. 30, 495. 

5) Arch. f. Kinderheilk. 40, 18, 1905. 

6) Zeitschr. f. physiol. Chem. 47, 327. 

7) Journ, of biolog. Chem. 1, 203, 1905. 
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Lecithin quantitativ aus der Milch mit Ather auszuschiitteln, 
was des hohen Wassergehaltes der Milch wegen unmdéglich wire, 
da nach den Untersuchungen Thudichums es sogar beinahe 
unmoglich ist, aus dem lecithinreichen Hirn das Lecithin mit 
Ather auszuschiitteln, bevor nicht das Wasser entfernt ist. 
Koch fiihrt die Analysen Woods an, der nach einer besonderen 
Methode Lecithin und Kephalin in der Milch nachwies und 
bestimmte. Die Methode Woods bestand kurz in folgendem: 
100 ccm Milch werden */, Stunde gekocht mit 200 ccm Alkohol, 
dann wird filtriert, der Niederschlag noch zweimal mit Alkohol 
ausgezogen, die vereinigten alkoholischen Filtrate bei 60° C ver- 
dunstet, der Riickstand mit heiBem Ather ausgezogen; die 
Atherlésung wird verdunstet, der atherische Riickstand mit 
etwa 50 ccm Wasser emulgiert und mit chloroformhaltiger 
0,5°/,iger Salzsiure gefallt. Diese Fallung wird abfiltriert, in 
Alkohol gelést, aus dieser Lésung das Kephalin mit ammonia- 
kalischer Bleiacetatlésung entfernt und im Filtrat das Lecithin 
aus dem Phosphorgehalt bestimmt; aus dem Gehalt an Phosphor 
im Niederschlag kann das Kephalin berechnet werden. Woods 
fand nach dieser Methode folgende Werte: 


Lecithin Kephalin Insgesamt 


"lo */o *lo 
Frauenmilch 0,041 0,037 0,078 
0,049 0,037 0,086 
Kuhmilch 0,036 0,045 0,081 
0,045 0,027 0,072 


Das Kochen der Milch mit Alkohol bei dieser Methode 
ist fiir das Lecithin sicher nicht gleichgiiltig, schon Bordas und 
de Raczkowski machen auf die leichte Zersetzlichkeit des 
Lecithins beim Kochen der Milch aufmerksam. Raudnitz’*) 
gibt fiir Milch einen Gehalt von 0,06 g Lecithin im Liter an 
und spricht die Vermutung aus, daf das Lecithin vielleicht 
gebunden an Eiwei8 als Lecithalbumin vorhanden sei, ohne 
allerdings einen Beweis fiir diese Hypothese zu erbringen; 
iibrigens sind nach Raudnitz auch die von mehreren Autoren 


1) Raudnitz in SchloBmann u. Pfaundlers Lehrbuch der Kinder- 
heilkunde. 
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in der Milch beschriebenen Nucleone Kunstprodukte gewesen. 
Burow zog aus seinen Untersuchungen den Schlu8, daB der 
Gehalt der Milch an Lecithin abhangig sei vom Gehalt derselben 
an stickstoffhaltiger Substanz und in einem bestimmten Ver- 
haltnis stehe zum Hirngewicht des Sauglings, dergestalt, daB 
einem héheren relativen Hirngewicht auch ein groBerer prozentisch 
auf Stickstoffsubstanz berechneter Lecithingehalt der Milch 
entsprache. _Die Methode Burows, der zuerst nach der von 
Stoklasa gegebenen Vorschrift zur Bestimmung des Lecithins 
arbeitete, aber nachwies, da8B diese zu hohe Werte fiir den 
Phosphorgehalt gab, bestand in folgendem: es wurden 100 ccm 
Milch tropfenweise in eine Mischung von 100 ccm Alkohol 
+-100 com Ather mit 5 Tropfen 30°/,iger Essigsiure unter 
fortwaihrendem Umschiitteln eingetragen und 24 Stunden ver- 
schlossen stehen gelassen; dann wurde von dem Niederschlag 
abfiltriert, der Riickstand sorgfiltig mit Atheralkohol aus- 
gewaschen und die so erhaltenen Filtrate bei 50° C im Thermo- 
staten zum zahen Sirup konzentriert; diese Masse wurde mit 
reinem wasserfreiem Ather wiederholt ausgelaugt, der hierbei 
bleibende geringe Riickstand erwies sich ebenso wie die ur- 
spriingliche durch Atheralkohol erhaltene Fiallung bei der 
Analyse als absolut phosphorfrei. Die Atherausziige wurden 
in der Platinschale zur Trockne verdampft, der Trockenriickstand 
mit Sodasalpetermischung verascht und in der Asche die 
Phosphorsaure als pyrophosphorsaure Magnesia bestimmt. Durch 
Multiplikation der erhaltenen Mg,P,O, mit 7,27 berechnet man 
das Lecithin. 

Wir verzichteten darauf, nach dem Vorgang Woods eine 
getrennte Bestimmung von Lecithin und Kephalin vorzunehmen, 
weil es uns darauf ankam, iiberhaupt das Vorkommen von 
Phosphatiden in der Milch nachzuweisen. 

Zur Bestimmung des Lecithins in der Milch verfuhren wir 
folgendermaBen: 100 com Milch wurden mit 200 ccm Alkohol 
unter Umriihren gefallt; machdem sich der Niederschlag gut 
abgesetzt hatte, wurde filtriert, das Filter samt Niederschlag 
in die Hiilse eines Soxhlet-Apparates gebracht und nun mindestens 
ca. 30 Stunden mit Chloroform ausgezogen. Das alkoholische 
Filtrat wurde bei 50 bis 60° C verdunstet, der Riickstand mit 
Chloroform bis zur Erschépfung ausgezogen und dieser Auszug 
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mit dem zur Extraktion des Filters und Niederschlags benutzten 
Chloroformauszug vereinigt. Die vereinigten Ausziige wurden 
in der Platinschale verdunstet, der Riickstand mit Sodasalpeter- 
mischung vorsichtig verascht und in der Asche die Phosphor- 
siure als pyrophosphorsaure Magnesia iiber die Stufe des Am- 
moniummolybdophosphates bestimmt. Zur Untersuchung ge- 
langten: Kuhmilch, Eselsmilch, Schafmilch, Stutenmilch, Ziegen- 
milch und Frauenmilch. 

Die Frauenmilch stellte uns in liebenswiirdigster Weise 
Herr Professor Dr. Schlo8mann aus der hiesigen Kinderklinik 
zur Verfiigung; Schaf- und Eselsmilch verdanken wir dem 
liebenswiirdigen Entgegenkommen von Herrn Direktor Dr. Bolau 
vom hiesigen zoologischen Garten; wir verfehlen nicht, auch an 
dieser Stelle beiden Herren unsern herzlichsten Dank aus- 
zusprechen. 


I. Kuhmilch. 
Gefundene Mg,P,0, Lecithingehalt in °/, 





Nr. Fettgehalt in °/, in der Asche der Milch 
1. 2,531 0,005 0,0364 
2. 2.5435 0,005 0,0364 
3. 3,5595 0,007 0,0509 
4. 3,5426 0,0068 0,0494 
5. 2.8426 0,0098 0,0713 
6. 2.9140 0,0090 0,0654 
7. 3,5930 0,0070 0,0509 
8. 3,5260 0,0078 0,0567 
9. 22230 0,0100 0,0727 

10. 2.8948 0,0160 0,1163 

ll. 2,73 0,0130 0,0945 

12. 4,1500 0,0076 0,0553 

13. 4,0258 0,0074 0,0538 

14. 3,0620 0,0110 0,0799 

15. 2.9860 0,0093 0,0676 

16. 1,9069 0,0080 0,0582 

17. 1,8600 0,0074 0,0538 

Mittel aus 3 0594 0,0087 0,0629 


samtlL Analysen: 
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II. Eselsmilch. 


Gefundene Mg,0,P, Lecithingehalt in °/, 








Nr. Fettgehalt in °/, in der Asche der Milch 
3 0,5084 0,0010 0,0073 
2. 0,5160 0,0010 0,0073 
3. 0,6992 0,0008 0,0058 
4. 0,6484 0,0008 0,0058 
5. 2,1580 0,0058 0,0322 
6. 2,1130 0,0054 0,0393 
hone 23071 0,0025 0,0165 


samt]. Analysen: 


Ill. Schafsmilch. 


Gefundene Mg,P,0, Lecithingehalt in °/, 














Nr. Fettgehalt in °/, in der Asche der Milch 
1. 7,7170 0,0070 0,0509 
2. 7,9490 0,0082 0,0596 
3. 6,0132 0,0076 0,0553 
4. 9,8179 0,0230 0,1672 
simtl Anciveen: 78742 0,0115 0,0833 
IV. Stutenmilch. 
Gefundene Mg,P,0, Lecithingehalt in °/, 
Nr. Fettgehalt in °/, in der Asche der Milch 
1. 0,1630 0,0012 0,0087 
2. 0,1720 0,0010 0,0073 
3. 0,1604 0,0014 0,0102 
4. 0,1570 0,0012 0,0087 
5. 0,2494 0,0014 0,0102 
6. 0,2320 0,0012 0,0087 
7. 0,2126 0,0022 0,0160 
8. 0,1916 0,0024 0,0174 
eee als 0,0015 0,0109 


simtl. Analysen: 


Nr. 


1 
2. 
3 


3,6716 
3,8780 
3,4936 


V. Ziegenmilch. 


Gefundene Mg,P,0, Lecithingehalt in °/, 
Fettgehalt in °/, in der Asche 


0,0050 
0,0052 
0,0054 


der Milch 


0,0364 
0,0378 
0,0393 
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Gefundene Mg,0,P, Lecithingehalt in °/, 





Nr. Fettgehalt in °', in der Asche der Milch 

4. 3,3848 0,0050 0,0364 

5. 3,3200 0,0048 0,0349 

6. 4,6644 0,0060 0,0436 

> 4,7050 0,0078 0,0567 

8. 4,3616 0,0072 0,0523 

9. 4,4966 0,0078 0,0567 

10. 4,4581 0,0093 0,0676 
11. 4,6260 0,0108 0,0753 
ao sgn 0,0068 0,0488 


simtl. Analysen: 


VI. Frauenmilch. 
Gefundene Mg,P,0, Lecithingehalt in °/, 





Nr. Fettgehalt in °/, in der Asche der Milch 
i. 4,8424 0,0100 0,0727 
2. 4,7316 0,0110 0,0799 
3. 5,8494 0,0078 0,0567 
4. 5,8440 0,0084 0,0611 
5. 5,1140 0,0056 0,0407 
6. 5,1140 0,0060 0,0436 
7. 4,4647 0,0067 0,0487 
8. 4,6324 0,0062 0,0451 
9. 4,4846 0,0036 0,0262 
10. 4,3932 0,0033 0,0240 
Mittel aus 4 9470 0,00686 0,0499 


samtl. Analysen: 


Der Ubersicht halber fiigen wir eine vergleichende Tabelle 
der bei unseren Untersuchungen erhaltenen Werte fiir die ver- 
schiedenen Milcharten hier an. 





Milchart 





Frauen 

Kuh 

Paar 
Schaf.... 
Ziege ... . 
Stute.... 





Maxim. | 


5,8494 | 
4,1500 | 
2,1580 
9,8179 
4,7050 | 














Fettgehalt in °/, Lecithingehalt in °/, _ 
- . me PU pe Ana- 
Minim. | Mittel | Maxim.| Minim.! Mittel lysen 
4,3932 | 4,9470 | 0,0799 | 0,0240 | 0,0499} 10 
1,8600 | 3,0524 | 0,1163 | 0,0364 | 0,0629] 17 

| 0,5084 | 1,1071 | 0,0393 | 0,0058 | 0,0165}] 6 

| 6,0132 | 7,8742 | 0,1672 | 0,0509 , 0,0833 | 4 
3,3200 | 4,0963 | 0,0753 | 0,0364 | 0,0488] 11 

8 


0,2494 


0,1570 | 0,1923 
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0,0174 | 0,0073 | 0,0109 


24 











Uber den Einflu8 des Toluylendiamins auf die Aus- 
scheidung des Cholesterins in der Galle. 


Von 
ChasoburO Kusumoto. 
(Aus dem chemischen Laboratorium des physiologischen Instituts zu Breslau. ) 


(Eingegangen am 1. September 1908.) 


Das Cholesterin ist bekanntlich ein wesentlicher Bestandteil 
der Galle. Seine Mengen sind klein; es findet sich aber in der 
Galle mit derselben RegelmaBigkeit wie der Gallenfarbstoff und 
die Gallensiiuren. Wie es in die Galle gelangt und woher es 
stammt, ist bisher unbekannt. 

Hier liegt nun folgender Gedanke nahe. Wir wissen, da8 
die roten Blutkérperchen Cholesterin, und zwar nach Versuchen, 
welche E. Hepner’) unter der Leitung von F. Réhmann 
anstellte, nur Cholesterin, keine Cholesterinester enthalten. Die 
Menge ist auch hier klein. Sie betragt in 100 Teilen Trocken- 
substanz fiir die roten Blutkérperchen des Pferdes 0,275 g, fiir 
die des Hundes 0,552, in 100 Teilen feuchter Substanz 0,1156 
bez. 0,1926g. Weiter wissen wir, da8 stetig eine gewisse Menge 
von roten Blutkérperchen in der Leber zugrunde geht, aus 
denen sich der Gallenfarbstoff bildet. 

Stammt nicht vielleicht auch das Cholesterin, welches mit 
der Galle ausgeschieden wird, von diesen roten Blutkérperchen 
her? Diese- Frage miiBte mit sehr groBer Wahrscheinlichkeit 
bejaht werden, wenn es gelinge nachzuweisen, da® ein gestei- 
gerter Zerfall der roten Blutkérperchen im Ké6rper, wenn er 
zu einer Steigerung der Ausscheidung von Gallenfarbstoff fiihrt, 


1) E. Pfliiger, Arch. f. d. ges. Physiol. 73, 595, 1898. 
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auch eine Zunahme der Cholesterinausscheidung zur Folge hat. 
Das ist nun tatsachtlich der Fall. 

M. Afanassiew’) hat seinerzeit im physiologischen Insti- 
tut zu Breslau den Nachweis geliefert, daS Toluylendiamin, 
dessen Eigenschaft, Ikterus zu erzeugen, von O. Schmiede- 
berg entdeckt und von Stadelmann’*) im Laboratorium 
O. Schmiedebergs naher untersucht worden war, die roten 
Blutkérperchen in naher beschriebener Weise schon innerhalb 
der Blutbahn zerstort. 

Dieser Untergang von roten Blutkérperchen sei die Ursache 
zunachst fiir die von Stadelmann im Beginn der Toluylen- 
diaminwirkung beobachtete Polycholie. Die Polycholie ist aber 
nach Stadelmann nur eine voriibergehende. Sehr bald andern 
sich die normalen physikalischen Eigenschaften der Galle. Sie 
wird sehr zihe und dunkel. Die Menge ihrer festen Bestand- 


teile nimmt zu. Die Zahigkeit — nach Afanassiew im Ver- 
ein mit gewissen von ihm beobachteten Verinderungen im 
Lebergewebe — fiihre zu einer Behinderung des Gallenabflusses 


und, da die Gallenbildung vielleicht sogar in einem gegen die 
Norm verstaérkten MaBe vor sich geht, zum Ikterus. Hort die 
Toluylenwirkung auf, so kann nach Afanassiew mit der Beseiti- 
gung der Hindernisse, die dem Gallenabflu8 entgegenstehen, die 
Menge der Galle wieder zunehmen und vielleicht tiber die Norm 
steigen. 

Diese Angaben, nach denen unter dem Einflu$ des Toluy- 
lendiamins eine Polycholie eintritt, die auf einer Zerstérung der 
roten Blutkérperchen beruht, machten es sehr wahrscheinlich, 
da8 mit dem Gallenfarbstoff auch das in den roten Blutkérper- 
chen enthaltene Cholesterin zur Ausscheidung durch die Galle 
gelangte. Dies ist, wie die folgenden, auf Veranlassung von Herrn 
Prof. Roehmann unternommenen Versuche zeigen, tatsiach- 
lich der Fall. 

Zu diesen Versuchen dienten Hunde mit permanenter 
Gallenfistel. Die Operation wurde genau nach den Vorschriften 
von A. Dastre*) ausgefiihrt (procédé en un temps). Zwei 
MiBerfolge hatten wir anfangs dadurch, da die mit dem Troi- 


1) Zeitschr. f. klin. Med. 6, 

2) Arch. f. experim. Pathol. u. Therap. 14, 231, 422, 1881. 

3) Opération de la fistule biliaire. Arch. de Physiol. 22, 722, 1890, 
94* 
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kart angelegte Stichwunde, durch welche die Kaniile hindurch- 
gefiihrt wurde, zu nahe dem Schwertfortsatz oder dem Rippen- 
bogen zu liegen kam. Die innere Platte der Kaniile, die an- 
scheinend in einer Tasche zwischen den Bauchdecken lag, rutschte 
eines Tages iiber den Knochen und lieB sich nicht wieder in 
ihre vorherige Lage zuriickbringen. Der Gallenabflu8 war un- 
méglich und der Versuch verloren. 

Auf die Notwendigkeit der Antisepsis weist bereits Dastre 
hin. Ich schraubte nach der Operation anfangs jeden Tag, 
spiter jeden zweiten Tag die auBere Platte der Kaniile ab und 
reinigte sie sowie die Wunde griindlich mit Carbolwasser. Auch 
die Ansatzschliuche sowie der Ballon, der zum Auffangen der 
Galle diente, wurde jedesmal mit Carbolwasser oder Alkohol 
gereinigt. Nach jeder Entleerung wurde auch das Innere des 
Ballons mit Alkohol ausgewaschen. Der Alkohol wurde bei 
der Extraktion der Galle (s. u.) verwendet. Die entleerte 
Galle zeigte keine Spuren einer Zersetzung. Eine Cholecystitis 
trat nicht ein. 

Einen weiteren Versuch verloren wir dadurch, daB8 ein 
Hund sich durch Kratzen mit der Pfote die Kaniile herausriB. 
Den Hunden wurde deshalb ein Schurz angelegt, der aus einem 
viereckigen Stiick Leinwand bestand, mit Léchern zum Durch- 
stecken der Beine und einer sackférmigen Erweiterung in der 
Mitte, in welcher der auBere Teil der Kaniile mit dem gebo- 
genen Ansatzstiick fiir den Schlauch lag. Dieser Schurz wurde 
von Bandern gehalten, die iiberdem Riicken zugebunden wurden. 
Zum weiteren Schutze der Kaniile und des AusfluBrohres wurde 
den Hunden ein Maulkorb angelegt. 

Bei gut gelungener Operation zeigen die Hunde ihre ge- 
wohnliche FreBlust und halten sich bei geeigneter Fiitterung 
dauernd auf ihrem Kérpergewicht. Die Galle laBt sich ohne 
jeden Verlust gewinnen. 

In den folgenden Versuchen wurde der Ballon, in dem sich 
die Galle ansammelte, morgens und abends entleert. 

Die 24stiindige Menge wurde gemessen und ihr spezifisches 
Gewicht bestimmt. Sie wurde auf dem Wasserbade eingeengt 
und wiederholt mit Alkohol abgedampft, um das Wasser ohne 
zu starke Erhitzung méglichst vollkommen zu entfernen. Dann 
wurde mit einer entsprechenden Menge Alkohol extrahiert, filtriert 
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und das Filter gewaschen. Die alkoholischen Filiissigkeiten 
wurden auf 80ccm eingeengt und diese mit der gleichen Menge 
Wasser verdiinnt. Diese wiasserig alkoholische Léi:ung wurde 
mit Petrolather extrahiert. Hierbei wurde anfangs im Schiittel- 
trichter geschiittelt, dann ein Schwarzscher Apparat benutzt. 
Viel zweckmaBiger erwies sich aber das folgende Verfahren, 
welches dem von Kumagawa und Sut6d") empfohlenen 
ahnlich ist: In einen entsprechend groBen Soxhletapparat 
stellte ich eine Flasche von etwa 240ccm Inhalt mit der 
zu extrahierenden Fliissigkeit und einen Trichter, dessen langer 
Fu8 bis auf den Boden der Flasche reichte. Am unteren 
Rande des letzteren befanden sich einige Einschnitte. An der 
Soxhletréhre wurde in gewohnlicher Weise der Kiihler und der 
entsprechend groBe Kolben mit Petrolather befestigt. Beim 
Erhitzen auf dem geschiitzten Wasserbade verdampft der Petrol- 
aither. Die Dampfe werden im Kiihler kondensiert. Der Petrol- 
ather fallt auf den Trichter. Bei entsprechender Lange des 
TrichterfuBes geniigt der Uberdruck, um das Lésungsmittel 
durch die zu extrahierende Fliissigkeit zu treiben. Mit der zu 
extrahierenden Substanz beladen, lauft es iiber den Rand der 
Flasche, erfiillt den Raum zwischen Flasche und Soxhletrohr 
und gelangt durch den Heber des Soxhletrohres in die Koch- 
flasche. 

Nach 9 bis 10 Stunden wurde der Petrolither abdestilliert 
und der Riickstand zur Verseifung der Fette uud etwa vor- 
handener Cholesterinester mit 25 ccm halbnormaler, alkoholischer 
Kalilauge verseift. Dann wurde mit Halbnormalsalzséiure neu- 
tralisiert und mit Petrolither im Scheidetrichter geschiittelt. 
Statt zu schiitteln hatte man selbstverstandlich auch den obigen 
Apparat benutzen kénnen. Der Petrolither wurde abdestilliert, 
der Riickstand auf kochendem Wasserbade im Leuchtgasstrome 
getrocknet und in trocknem Ather gelést. Der Ather wurde 
filtriert und in einem gewogenen Glischen verdunstet. Der 
Riickstand wurde eine Zeit auf kochendem Wasserbade erhitzt, 
in einen Schwefelsiureexsiccator gestellt und nach eingetretener 
Gewichtskonstanz gewogen. Er war fast farblos oder nur wenig 
gelbbriunlich gefirbt. Um mich davon zu iiberzeugen, daB 


1) Beitriige z. chem. Physiol.u. Pathol. 4, 185, 1904. 
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er wesentlich aus Cholesterin bestand, vereinigte ich eine An- 
zahl der gewonnenen Proben und léste sie in ein wenig heiBem 
Alkohol. Beim Erkalten schieden sich nur Krystalle von der 
Form des Cholesterins aus. Die Mutterlauge war sehr gering. 

Der Schmelzpunkt der Substanz, welche bei Hund I in den 
ersten 5 Tagen nach der Injektion von Toluylendiamin aus- 
geschieden wurde, war 143°C. Das Cholesterin war also fast 
rein. Bei Hund II schmolz die Substanz, die in 8 Tagen nach 
der ersten Injektion ausgeschieden wurde bei 140°, die in 
7 Tagen nach der zweiten Injektion bei 141°, die in 6 Tagen 
nach der dritten Injektion ebenfalls bei 141°. 


Das Toluylendiamin 1 (CH,)C,H,“ nq? 4 war von ©. A. 
2 


F. Kahlbaum in Berlin bezogen. Es wurde in wisseriger 
Lésung unter die Haut gespritzt. 

Das Verhalten, welches die Ausscheidung des Cholesterins 
in der Galle vor und nach der Einspritzung des Toluylendiamins 
zeigt, ergibt sich aus folgenden Tabellen. 


Versuch I. 
Gallenfistelhund I, operiert am 4. Marz 1908. 





Kérper- ‘ 
Datum 1908 que Pe an Bemerkungen 
g 

15. Marz 15,2 227 0,0549 Der Hund erhilt 
Ma ow 15,2 248 0,0797 taglich 600 g 
15,0 212 0,0618 Pferdefleisch und 
i= 14,8 236 0,1384 120 g Semmel. 
_.. « 14,5 253 0,1060 Am 16. Marz 
_— 14,5 290 0,1190 Injektion von 
as 14,5 186 0,0881 0,1 g Toluylen- 
Ri 14,3 151 0,0523 diamin. 
SB...00 14,5 200 0,0511 
a. 14,3 186 0,0605 














Die Einspritzung des Toluylendiamins bewirkt, daB am 
Tage nach der Injektion die Gallenmenge vermindert ist. Am 
zweiten Tage steigt die Gallenmenge nur wenig. Die Menge 
des Cholesterins ist aber um mehr als das Doppelte vermehrt. 
Am dritten und vierten Tage steigt die Gallenmenge noch 
weiter an. Die Menge des Cholesterins bleibt vermehrt. Dann 
sinkt die Gallenausscheidung und mit ihr die des Cholesterins. 
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Versuch II. 
Gallenfistelhund II, operiert am 24. Juni 1908. 




















Periode l. 
Datum Korper- | Gallen- Spezifisches | Cholesterin 
1908 — — Cowie ht g Bemerkungen 
2. Juli 14,7 180 1014 0,0750 | Der Hund erhalt 
= ww 171 1012 0,0442 | voml.bis9./VII. 
a 120 1010 0,0687 einschlieBlich 
a 14,5 170 1012 0,0463 tiglich 500 g 
a w 112 1007 0,0307 | Fleisch u. 225 g 
a 115 1011 0,0264 Semmel. 
a wz 14,3 132 1014 0,0294 Am 5./VII. 
o « 150 1013 0,0373 werden 0,1 g 
. a 192 1012 0,0523 Toluylendiamin 
ws 14,5 223 1012 0,0761 |unter die Haut 
me « 182 1009 0,0484 gespritzt. 
mos 235 1012 0,0969 


Das Toluylendiamin bewirkt hier ein deutliches Absinken 
der Gallen- und der Cholesterinmenge. Es nimmt dann an 
den folgenden Tagen die Gallen- und die Cholesterinmenge zu. 
Vom 10. Juli ab ist die Gallenmenge, vom 11. Juli vielleicht 
auch die Cholesterinmenge gréfer als in der Vorperiode. Der 
Versuch ist aber nicht einwandfrei, da vom 10. Juli ab die 
Menge des gefiitterten Fleisches gesteigert worden war. Auch 
kénnte man sagen, daf es sich in diesem Versuche nur um 
eine voriibergehende Retention gehandelt habe. Nimmt man 
némlich das Mittel aus der Cholesterinausscheidung in den vier 
Tagen vor der Toluylendiamineinspritzung und ebenso von den 
folgenden acht Tagen, so betragt die Cholesterinausscheidung 
fiir den Tag der Vorperiode 0,0585 g, fiir den der Toluylen- 
diaminperiode 0,0495 g. 

Den Unterschied dieser Versuchsreihe im Vergleich zu der 
vorhergehenden, der fiir uns wesentlich in der linger anhalten- 
den Verminderung der Gallensekretion und Cholesterinaus- 
scheidung bestand, erklirten wir uns durch die Annahme, da8 
fiir diesen Hund II die Menge des verwendeten Toluylendiamins 
eine zu groSe war. Wir gaben deshalb in den folgenden beiden 
Perioden nur ein Drittel bzw. ein Viertel von der in der ersten 
Periode angewendeten Dosis. 
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Periode 2. 

Korper- | Gallen- |... , 

— gewicht menge a ta Cholesterin Bemerkungen 
kg com 8 

14. Juli 14,7 175 1010 0,0556 Der Hund erhilt 
15. ,, 237 1009 0,0526 600g Fleisch und 
= 226 1010 0,0416 250 g Semmel. 
os 190 1011 0,0384 Am 16./VIII. 
ae 14,5 126 1005 0,0472 werden 0,033 g 
19. ,, 239 1012 0,0516 Toluylendiamin 
= 251 1012 0,0630 unter die Haut 
a 14,5 240 1012 0,1031 gespritzt. 
7 246 1010 0,0945 
SS « 235 1011 0,0674 

















In dieser Periode bewirkt das Toluylendiamin wieder ein 
Absinken der Gallensekretion, die besonders am zweiten Tage 
nach der Injektion eine sehr bedeutende ist. Gleichzeitig sinkt 
auch das spezifische Gewicht, also die Summe der festen Be- 
standteile sehr betrachtlich. Die Cholesterinausscheidung sinkt 
aber nicht oder nur voriibergehend, sie nimmt zu und erreicht 
innerhalb des fiinften Tages ein Maximum, von dem sie im Laufe 
zweier weiterer Tage absinkt. 








Periode 3. 
Kérper- | Gallen- se : 
——_ ote: 20k menge —— ae Bemerkungen 
kg ecm 
24. Juli 218 1013 0,0518 Der Hund erhilt 
25. ,, 15,0 210 1010 0,0480 tiiglich 600 g 
a ws 243 1014 0,0771 Pferdefleisch 
et bs 273 1013 0,0880 und 250g 
oh « 207 1013 0,0910 Semmel. 
a 15,0 266 1012 0,0640 Am 25./VIII. 
270 1010 0,0707 werden 0,025 g 
31. 3; 248 1011 0,1132 Toluylendiamin 
1. August 249 1008 0,0582 |unter die Haut 
_ oe 15,5 246 1011 0,0609 gespritzt. 














Nach Einspritzung der noch kleineren Dosis von Toluylen- 
diamin vermindert sich die Gallenmenge nicht. Im Gegenteil 
die Gallenmenge nimmt zu und mit ihr die Menge des Chole- 
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sterins. Das Maximum erreicht die letztere erst am sechsten 
Tage nach der Einspritzung des Toluylendiamins, zu einer Zeit, 
wo die Gallenmenge wieder sinkt. 

Fassen wir das Ergebnis dieser Versuche zusammen, so sehen 
wir, daB in Ubereinstimmung mit den Angaben von Stadelmann 
und Afanassiew unter dem EinfluB nicht zu kleiner Dosen von 
Toluylendiamin eine Verminderung der Gallensekretion eintritt. 
Diese war aber in unseren Versuchen nicht mit einer sichtbaren 
Anderung in den physikalischen Eigenschaften der Galle ver- 
bunden. Die Galle war nicht schleimig, zih und dickfliissig, 
sondern behielt ihre normale Konsistenz. Die Konsistenz- 
ainderung ist also in unseren Versuchen nicht die Ursache fiir 
die Verminderung der Gallensekretion. Diese ist anscheinend 
bedingt durch eine unmittelbare oder mittelbare Einwirkung 
des Toluylendiamins auf die sezernierenden Elemente der Leber. 

Auf die Verminderung der Gallensekretion folgt eine Zu- 
nahme, bei der die Norm iiberschritten wird. Die Polycholie 
ist aber bei den von uns angewendeten Dosen keine sehr groBe. 

Bei sehr kleinen Dosen Toluylendiamin kann die Vermin- 
derung der Gallensekretion fehlen und die Menge der aus- 
geschiedenen Galle sofort zunehmen. 

Die fiir uns wichtigste Beobachtung ist aber, daB unter 
dem Einflu8 des Toluylendiamins eine Steigerung der Cholesterin- 
ausscheidung eintritt. Um eine Vorstellung von ihr zu erhalten, 
machen wir folgende Rechnung: 

In Versuch I wurden an den beiden Vortagen ausge- 
schieden im Durchschnitt fiir den Tag 0,0673, an den fiinf 
Tagen, welche der Toluylendiamininjektion folgen, im ganzen 
0,5133 g. Ziehen wir hiervon 5 >< 0,0673 == 0,3365 g ab, so be- 
trigt die Mehrausscheidung 0,1768 g Cholesterin. 

In Versuch II Periode 2 wurden im Mittel aus den 
3 Tagen der Vorperiode fiir den Tag ausgeschieden 0,0499 g 
Cholesterin, in den 7 Tagen nach der Einspritzung des Toluylen- 
diamins 0,4652 g. Ziehen wir hiervon 7 >< 0,0499 = 0,3493 g ab, 
so betrigt die Mehrausscheidung 0,1159 g Cholesterin. 

In Versuch II Periode 3 wurden im Mittel aus den 
zwei, der Toluylendiamineinspritzung vorhergehenden Tagen 
ausgeschieden 0,0499 g, in den 8 der Toluylendiamineinspritzung 
folgenden Tagen im ganzen 0,6131g. Ziehen wir hiervon 
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8 >< 0,0499 = 0,3992 g ab, so betragt die Mehrausscheidung 
0,2239 g Cholesterin. 

Wir wollen nun weiter berechnen, wieviel rote Blutkér- 
perchen zerstért worden sein miBten, um das ausgeschiedene 
Cholesterin zu liefern. 

Nach den oben angefiihrten Bestimmungen von E. Hepner 
enthalten die roten Blutkérperchen vom Hunde 0,1926 °/, Chole- 
sterin. Nehmen wir denselben Gehalt fiir die Blutkérperchen 
unserer Hunde an, so waren in Versuch I etwa 90 ccm, in 
Versuch II Periode 2 etwa 60 ccm, in Periode 2 etwa 115 ccm 
rote Blutkérperchen unter dem Einflu8 des Toluylendiamins 
zerstért worden. Eine derartige Zerstérung von roten Blut- 
kérperchen wiirden die 14 bis 15 kg schweren Hunde sehr leicht 
ertragen kénnen. Unserer Annahme, da das Cholesterin von 
den roten Blutkérperchen herriihrt, steht also nichts entgegen. 
Auffallend ist, daB die Zunahme der Cholesterinausscheidung 
in der Versuchsreihe Il erst eine Reihe von Tagen nach der 
Toluylendiamininjektion ihren Héhepunkt erreicht. Es kénnte 
dies darauf beruhen, da8 Cholesterin, selbst wenn es als solches 
in dem Lebergewebe enthalten ist, nur langsam zur Ausschei- 
dung gelangt. Es ware aber auch méglich, da8 die Triimmer 
der roten Blutkérperchen die durch das Toluylendiamin ent- 
stehen, voriibergehend in anderen Organen, z. B. der Milz oder 
dem Knochenmark, wie dies Afanassiew beobachtete, liegen 
bleiben, da8 sie hier allmahlich weiter umgewandelt werden und 
das Cholesterin mit den Vorstufen des Gallenfarbstoffs erst nach 
und nach der Leber zugefiihrt wird. Genauere Bestimmungen 
des Gallenfarbstofis und weitere Beobachtungen wiren auch 
mit Riicksicht hierauf nicht ohne Interesse. 

Wir sehen in unseren Versuchen eine Stiitze fiir die An- 
nahme, da das Cholesterin, welches mit der Galle ausgeschieden 
wird, mindestens zum Teil von den roten Blutkérperchen ab- 
stammt, die tagein tagaus im Leben der Tiere zugrunde gehen. 
Es ist wie der Gallenfarbstoff eine fiir den Stoffwechsel wert- 
lose Substanz, ein Schlacke, deren sich der Korper mit der 
Galle entledigt. 























Berichtigung einer Angabe tiber Hamatolyse. 
Von 
L. v. Liebermann. 


(Eingegangen am 4. September 1908.) 


Durch die Arbeit von Max Friedemann und Fritz Sachs 
(Diese Zeitschr. 12, 259, 1908) bin ich auf einen bedauerlichen 
Schreibfehler aufmerksam gemacht worden, der sich in meiner 
Publikation tiber Hamagglutination uud Hamatolyse (Diese 
Zeitschr. 4, 37, Arch. f. Hygiene 62, 339) findet und von den 
genannten Autoren als Irrtum erkannt wurde. Dieser soll nun 
berichtigt werden. 

Um ein auf Schweineblutkérperchen himatolytisch wirkendes 
Schweineblut zu erhalten, miissen zu 10 ccm Schweineblutserum 
0,05 com reine Olsaure, nicht aber Olstureemulsion zugesetzt 
werden, wie dies in meinen oben zitierten Mitteilungen infolge 
eines Schreibfehlers zu lesen ist. 

Meine Angaben an den erwihnten Stellen sind aber auch 
insofern ungenau, als die Reihenfolge der Zusitze, die — 
wie ich das auf den nichsten Seiten meiner obenerwahnten 
Mitteilungen selbst angegeben habe, und wie dies auch Friede- 
mann und Sachs bestatigen konnten — so wichtig ist, dort 
unerwahnt geblieben war. 

Es tritt naimlich nur dann Hiamatolyse ein, wenn man 
2ccm der Blutkérperchenemulsion vorerst mit 1 ccm der aus 
10 ccm Serum und 0,05 ccm Olsaure bereiteten Emulsion = A ver- 
mischt und erst dann die iibrigen 2 com Normalschweineserum 
zufiigt. Ergiinzend sei noch bemerkt, daB diese schon bei 
Zimmertemperatur sofort zu beobachtende Lyse nicht eintritt, 
wenn A eine halbe Stunde auf 56° erwarmt wird; erst nach 
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*/, stiindigem Stehen im Thermostaten zeigen sich Spuren von 
Hamatolyse. 

Ich behalte mir vor, auf diese sowie auch auf andere 
Beobachtungen, die durch die interessanten Mitteilungen von 
v. Dungern und Coca sowie Friedemann und F. Sachs 
veranlaBt wurden, bei einer anderen Gelegenheit zuriickzu- 


kommen. 

Herren: Friedemann und Sachs aber bin ich zu Dank 
verpflichtet, da sie mir durch ihre sorgfiltige Nachpriifung zu 
dieser Berichtigung Gelegenheit gegeben haben. 




















Verwertung der Energie des Rauhfutters in Beziehung 
zur Umgebungstemperatur und zum Ernaihrungszustande 
der Kaninchen. 


Vorlaufige Mitteilung. 
Von 
W. Ustjanzew und G. Bogajewsky. 


(Aus dem zootechnischen Laboratorium des land- und forstwirtschaftlichen 
Instituts zu Nowo-Alexandria.) 


(Eingegangen am 14. August 1908.) 


Einleitung. 


Die im Anfange der achtziger Jahre des vorigen Jahr- 
hunderts ausgefiihrten klassischen Arbeiten Rubners auf dem 
Gebiete der Energetik der Ernahrung begriindeten eine neue 
Phase der Ernahrungslehre. Seine calorimetrischen Forschungen 
iiber den Stoffwechsel bei den Carnivoren haben das Verstandnis 
der Prozesse der Oxydation und des Zerfalls, unter deren Ein- 
wirkung die vom Tiere aufgenommenen Nahrstoffe sich in 
eine Quelle der Lebenstiatigkeit des Organismus verwandeln, 
sehr geférdert. Die Untersuchung nur des Stoffwechsels, deren 
Aufgabe auf die Erforschung des Stickstoff- und Kohlenstoff- 
umsatzes beschrankt wird, erlaubt uns noch nicht, eine klare 
Vorstellung weder von der Verwertung der aufgenommenen 
Nahrstoffe noch von der produktiven Tatigkeit des Tieres zu 
bilden. Um den Nutzefiekt eines Nahrstoffes festzustellen, 
geniigt es nicht, nur die quantitativen Veranderungen zu er- 
forschen, welche im Stickstoff- und Kohlenstoffumlaufe statt- 
finden, sondern wir miissen auch den Energieumsatz bestimmen. 
Einen besonders wichtigen Dienst hat uns die Anwendung des 
energetischen Prinzips in der Bestimmung des Nahrwertes der 
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Futtermittel erwiesen. Die gegenwiartige chemische Untersuchung 
der vegetabilen Futtermittel gibt uns bisher nur die Méglich- 
keit, dieselben in einzelne groBe ungleichartige Nahrstoffgruppen 
zu zerlegen, von denen sich keine in verschiedenen Futter- 
mitteln als gleichwertig erweist. Diese Ungleichwertigkeit der 
Gruppen wird auch in dem Falle nicht aufgehoben, wenn man 
die verdauten Teile der Futtermittel vergleicht. Daher kann 
man die Methode der Bestimmung der verdauten Nihrstoffe 
in den Futtermitteln nicht als geniigend erachten, um iiber 
ihren Nahrwert zu urteilen. Die Bestimmung des Energie- 
umsatzes, die Rubner bei der Untersuchung der Ernahrungs- 
prozesse der Carnivoren angewandt hat, zeigte vor allem, dai 
ein gewisser Teil der Energie, die in den verdauten Nahrstoffen 
enthalten ist, vom Organismus im Harne ausgeschieden wird. 
Dies war der erste Fortschritt in der Schitzung der Nahrstoffe 
vom Standpunkte der Energitik der Ernahrung. Als MaBstab 
der niitzlichen Wirkung eines Futtermittels wire somit die 
Energie zu betrachten, welche der Warme der physiologischen 
Verbrennung oder, nach der Terminologie Rubners, dem 
, physiologischen Nutzeffekt“ des Futtermittels entspricht. 
Diese Differenz zwischen der Energie des verdauten Teiles und 
wirklich niitzbaren Energie mu8 besonders auffallend bei den 
Herbivoren sein. Die vorwiegende Fiitterung der Wiederkauer 
mit schwer verdaulichen Stoffen hat zur Folge 1. die Aus- 
scheidung von Hippursiure im Harn, 2. das lange Verweilen 
der Futtermasse im Darmkanal, verbunden mit Faulnis- und 
Garungsprozessen, die eine ausgiebige Ausscheidung des Methans, 
Wasserstoffs und anderer Gase bewirken. 

Untersuchungen von groBer Bedeutung, welche die Ver- 
wertung der Energie der Nahrstoffe und der Futtermittel iiber- 
haupt durch die Herbivoren und besonders durch die Wiederkauer 
beleuchten, hat O. Kellner auf der Versuchsstation zu Méckern 
und teilweise auch H. Armsby in Pennsylvanien ausgefiihrt. 

Diesen -beiden Autoren und besonders Kellner gebiihrt 
das Verdienst, eine neue Richtung in der Lehre von den Futter- 
mitteln eingeschlagen zu haben, die darin besteht, da der 
Gehalt an niitzbaren Energie, den die einzelnen Nahrstoffe und 
Futtermittel dem Organismus darbieten kénnen, auf calori- 
metrischem Wege bestimmt wird. 













































Verwertung d. Rauhfutters in Beziehg. zur Umgebungstemperatur usw. 367 


Die neue Methode der Beurteilung des Nahrwertes der 
Futtermittel durch die Energiebestimmung erschépft wohl noch 
lange nicht diese komplizierte Frage, aber sie bedeutet einen 
groBen Fortschritt auf diesem Gebiete. 

Als physiologischen Nutzeffekt eines Futtermittels bezeichnet 
Kellner diejenige Quantitét der Energie in Calorien, die von 
dem verdaulichen Teile eines Futters im Organismus des Tieres 
zuriickbleibt. Um diese GréBe zu erhalten, bestimmt der er- 
wahnte Autor die Energie des verdauten organischen Teiles des 
Futters (mittels Gegeniiberstellung des Wairmewertes des Futter- 
mittels und der von demselben erhaltenen Exkremente), von der sie 





alsdann die im Harn und im Methan vorhandene Energie abziehen. 
Rubners Forschungen bei den Carnivoren haben erwiesen, 
daB die Gesetze des Energieverbrauchs zwischen dem Ablaufe 
der Prozesse im Zustande der chemischen Warmeregulation 
und den Prozessen bei der physikalischen Regulation streng zu 
scheiden haben. 

Im ersten Falle, wenn das Tier unter einer mittleren 
Umgebungstemperatur sich befindet und ein fiir den Bedarf 
im Hungerzustande nicht iiberschreitendes Futterquantum 
erhalt, vertreten die Nahrstoffe die Bestandteile des Organis- 
mus in Quantitaten, die der Warme ihrer physiologischen Ver- 
brennung Aquivalent sind. Dies ist das sogenannte Gesetz 
der isodynamen Vertretung der Nahrstoffe, demzufolge 
das Eiwei8, das Fett und die Kohlehydrate des Futters im 
Organismus einander ersetzen kénnen und die Kérpergewebe 
vor der Zersetzung in demselben Verhiltnis bewahren, in 
welchem die physiologisch nutzbare Energie in ihnen vertreten 
ist. Wenn aber das Tier bei einer nicht hohen auBeren Tem- 
peratur soviel Futter erhalt, als es nur fiir die innere physio- 
logische Arbeit und fiir die Erhaltung der Koérpertemperatur 
einigermaBen ausreichend ist, so wird der physiologische Nutz- 
wert der Nabrstoffe von dem Organismus vollstaindig verwertet 
und kann als MaBstab des Nahrwertes derselben gelten. 

Ein ganz anderes Bild bietet sich bei ausgiebiger Ernah- 
rung und auch bei hoher Lufttemperatur (30 bis 33° C) dar, wo 
der Stoffverbrauch sich schon unter dem Einflusse der physi- 
kalischen Regulation befindet. In diesen Fallen tritt eine 
Steigerung der Warmeabgabe ein, die im Zusammenhange mit 
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dem Charakter und der Menge des Futters bald gréBer, bald 
kleiner ist. 

Besonders bemerkbar wird die Steigerung des Energie- 
umsatzes bei der Fiitterung mit Fleisch. Nach Rubners Ver- 
suchen lat sich schon bei einem unbedeutenden Uberschusse 
an Eiwei8, der das Bediirfnis des hungernden Tieres um 50°/, 
iiberragt, eine Steigerung der Warmeproduktion um 19°/,, aber 
bei einem : Uberschusse von 19°/, eine Steigerung um 49°/, 
beobachten. ') 

Was die stickstoffreien Stoffe — die Fette und die Kohlen- 
hydrate — anbetrifft, so steigern diese auch die Abgabe der 
Warme des Tieres, aber in weit geringerem Grade als das Ei- 
wei8 und nur im Falle eines recht groBen Uberschusses der- 
selben im Vergleich zu dem beim Hungern unentbehrlichen 
Quantum. 

Bei einem bis 128°/, betragenden Uberschu8 an Nahrung 
konstatierte Rubner folgende Steigerung der Warmeabgabe: 
bei Fiitterung mit Fleisch -}- 46,0°/,, mit Fett -- 13,0°/,, mit 
Kohlenhydraten -/-16,6°/,. Dieselbe betrug bei 50°/, Uber- 
schuB fiir Fleisch -++- 18,4°/,, Fett 3,0°/,, Kohlenhydrate -- 3,5°/,. 

Im letzten Falle ist die Steigerung des Energieumsatzes 
so gering, daS man annehmen kann, daB der Verbrauch der 
Nahrstoffe sich mit dem Gesetze der isodynamen Vertretung 
in Einklang bringen laBt. 

Die Fiahigkeit einzelner Stoffe, die Warmeproduktion bei 
ausgiebiger Aufnahme derselben zu steigern, bezeichnet Rubner 
als ,,eine spezifisch-dynamische Wirkung der Nahrstoffe‘‘. 

Ganz dasselbe Bild der spezifisch-dynamischen Wirkung 
der Niahrstoffe tritt in dem Falle ein, wenn das Tier sich bei 
bei einer Lufttemperatur von 33° C, d. h. unter den Bedingungen 
der physikalischen Warmeregulation befindet. In diesem Falle 
findet eine Steigerung der Wirmeausscheidung unter dem Ein- 
flusse der Nahrungsaufnahme schon dann statt, wenn die Menge 
der Niahrstoffe den Hungerbedarf des Tieres nicht iibersteigt. 

Indem Rubner mit einem im Respirationscalorimeter bei 
einer Temperatur von 33°C sich befindlichen Hunde experi- 
mentierte und demselben verschiedene Niahrstoffe gab, deren 


1) Die Gesetze des Energieverbrauchs 1902, S. 90. 
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physiologischer Nutzwert in Calorien das Bediirfnis des Tieres 
beim Hungern nicht tiberstieg, konstatierte er folgende Zunahme 
des Warmeproduktion’): 

Fir Fleisch 30,9°/, 

» Fett 12,7°/, 

» Zucker 5,8°/, 


Um also unter diesen Bedingungen einen Hund im Gleich- 
gewichtszustande der Ernahrung zu erhalten, geniigt es nicht, 
auf jede 100 Cal., die das Tier im Hungerzustande abgibt, 
ebenfalls 100 Cal. Energie im Futter zu geben, sondern man 
mu8 mehr geben, und namlich im Fleische 140 Cal., im Fett 
114,5, im Zucker 106.4 Cal. Wie bei ausgiebiger Ernaihrung, 
so auch bei Erhaltungsfiitterung, aber bei hoher Lufttemperatur 
weicht somit der Verbrauch der Nahrstoffe im Organismus von 
dem Gesetze des isodynamischen Ersatzes merklich ab; ein be- 
trachtlicher Teil des physiologischen Nutzwertes der Nahrungs- 
mittel bleibt je nach ihrer spezifisch dynamischen Wirkung un- 
ausgeniitzt und vermehrt nur die Warmeproduktion des Tieres. 
Es fragt sich nun, durch welche Momente die spezifisch dyna- 
mische Wirkung der Nihrstoffe hervorgerufen wird. Es _ ist 
leider unmdéglich, diese fiir die Ernahrungstheorie so wichtige 
Frage schon jetzt mit Bestimmtheit zu beantworten. 

Obwohl die Tatsache der Steigerung des Stoffwechsels unter 
dem Einflusse der Nahrungsaufnahme der Wissenschaft schon 
langst bekannt war, ist sie erst unlangst von N. Zuntz und seinen 
Mitarbeitern auf eine mehr oder minder wahrscheinliche Weise 
erklart worden. 

Indem Zuntz mit Kaninchen experimentierte und Nahr- 
stoffe bald in ihren Magen, bald unmittelbar in ihr Blut 
einfiihrte, gelangte er zu dem Schlusse, daB die Zunahme des 
Stoffwechsels, die sich bei ausschlieBlicher Einfiihrung der Nah- 
rung in den Magen beobachten laBt, durch die Arbeit des Ver- 
dauungsapparats hervorgerufen wird. Es erscheint als sehr 
wahrscheinlich, daB neben der mechanischen Wirkung, die in 
einer verstarkten Verdauungsarbeit besteht, bis zu einem ge- 
wissen Grade auch eine spezifische, namlich chemische Wirkung 
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1) Die Gesetze des Energieverbrauchs 1902, S, 334. 
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des Futters auf die Driisenarbeit die Steigerung des Stoff- 
wechsels verursacht. 

Ohne auf die Ursachen der spezifisch dynamischen Wirkung 
der Nahrstoffe einzugehen, kénnen wir diese Erscheinung vom 
Standpunkte der Ernahrungsenergetik betrachten, und zwar als 
einen ProzeB der Umwandlung eines Teiles der chemischen 
Energie in freie Warme, die der Organismus fiir die physio- 
logischen Funktionen der Zellen nicht verwerten kann, aber 
welche bei gewissen Bedingungen die Wiarmeabgabe des Tieres 
steigert. Diese Auffassung entspringt aus den Bedingungen 
des Auftretens der spezifisch-dynamischen Wirkung des Futters. 
Wir haben oben ausgefiihrt, daB, wenn sich ein Tier in einer 
mittleren Lufttemperatur befindet, und wenn ihm ein Nahr- 
stoffquantum gereicht wird, das kaum das Bediirfnis des 
hungernden Tieres ausgleicht, so werden die Niahrstoffe in 
Ubereinstimmung mit der Theorie der isodynamen Vertretung 
verbraucht. Wenn aber die Temperatur der AuBenluft 30° er- 
reicht, so nimmt die Verwertung der Energie der Nihrstoffe 
merklich ab, es tritt die Erscheinung einer Uberproduktion der 
Warme im MaBe ihrer spezifisch dynamischen Wirkung ein. 
Aus der Gegeniiberstellung dieser zwei Tatsachen wird man zu 
der Annahme gefiihrt, daB bei der Oxydation der aufgenommenen 
Nahrung ein Teil ihrer chemischen Energie scheinbar fiir die 
Erzeugung derjenigen mechanischen und chemischen Arbeit der 
Verdauungsorgane verbraucht wird, mit welcher die Prozesse 
der Aufnahme, der Verdauung und der Absorption der Nahrung 
unbedingt verbunden sind. Der endgiiltige Zustand, den dieser 
Teil des physiologischen Nutzwerts annimmt, ist die Warme, 
und nur als solche kann diese Energie, von O. Kellner als 
,, termisch‘‘') benannt, durch das Tier utilisiert werden. Daher 
ist es verstindlich, daB die Verwertung der termischen Energie 
nur in dem Falle stattfindet, wenn die Nahrungszufuhr dem 
Energieverbrauche des hungernden Tieres nicht véllig geniigt 
und der Bedarf, die K6érpertemperatur zu erhalten, in den 
Vordergrund tritt, d.h., wenn das Tier sich in einer niedrigen 
oder mittleren Temperatur befindet. In diesem Falle wird die 
termische Energie, wie dies das Gesetz der isodynamen Ver- 


1) Die Ernahrung der Nutztiere, 3. Aufl., S. 104. 
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tretung der Nahrstoffe zeigt, ebenso vollstindig verwertet, wie 
der andere Teil der nutzbaren Energie des Futters, welche 
Kellner als ,,dynamische Energie“ bezeichnet. Gehen wir 
nun zur Betrachtung der Verwertung der Energie der Nahr- 
soffe und speziell der Rauhfutter bei den Herbivoren iiber. 
Wenn man sich auf alles oben Ausgefiihrte beruft, so kann 
man a priori vermuten, daB bei den Herbivoren und besonders 
bei den Wiederkauern, die sich vorzugsweise mit Rauhfutter 
ernihren, die sog. termische Energie der Niahrstoffe besonders 
groB sein muB, und da®B daher der Verwertungskoeffizient der 
physiologisch nutzbaren Energie der Futtermittel bei ausgiebiger 
oder produktiver Fiitterung verhaltnismaBig nicht groB ist. 
Die umfangreichen, sorgfaltigen, an Ochsen auf der Station 
Méckern von O. Kellner ausgefiihrten Versuche’) haben in 
der Tat erwiesen, daB die Energie des Futters, die sich im 
KO6rper in die Energie des Fleisches und des Fettes umwandeln 
kann, nur einen Teil der gesamten’ umsetzbaren Energie 
(physiologischer Nutzwert) betragt. Ein betrachtlicher Teil der 
letzteren und bei einigen besonders rauhen Futterarten sogar 
der gréBere Teil geht fiir das Tier ohne Nutzen verloren. 
Wir wollen hier die von Kellner*) erhaltenen magnetischen 
Aquivalente fiir einige als Zugabe zum Erhaltungsfutter ver- 
fiitterte Futtermittel anfiihren: 


lg verdauten organischen Physiol. Nutzwert §Produktionswert 


Stofis eal, cal, 9% 
CO ae 4958 2241 45,2 
Stirke . .. . 3760 2215 58,9 
Pg ks 3728 1596 42,8 
Haferstroh . . . 3747 1409 37,8 
Winterweizenstroh 3327 592 17,8 


Hieraus ersehen wir, daB die produktive Wirkung des 
Futters bestenfalls nur gegen 60°/, der in ihm entaltenen um- 
setzbaren Energie betrigt, fiir das Winterstroh aber betrigt 
der Koeffizient der niitzlichen Wirkung bloB 17,8°/,, d. h. gegen 
83°/, der aus dem Futter in den Organismus aufgenommenen 
Energie gehen bei der produktiven Fiitterung fiir das Tier 
ohne Nutzen verloren. 





1) Landw. Vers.-St. 53, 461. 
2) Die Ernahrung d. 1. Nutztiere. 3. Aufl., S. 107. 
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Aus den angefiihrten Zahlen ist zu ersehen, welch ein ge- 
waltiger Unterschied zwischen der gesamten physiologisch niitz- 
lichen Energie und dem Teile derselben besteht, der eine pro- 
duktive Wirkung hat, d. h. welcher nur zur Bildung des Fleisches 
und Fettes im K6rper dient. Obwohl Starke, Heu und Stroh 
einen fast gleichen physiologischen Nutzwert enthalten, so ist 
ihr Produktionswert doch sehr verschieden. 

Es fragt sich nun, unter welchen Bedingungen die _,,ter- 
mische‘‘ Energie der Rauhfutter durch die Tiere ausgenutzt 
wird und ob sie tiberhaupt ausgenutzt werden kann. Da 
diese Energie einen sehr groBen Prozentsatz der gesamten 
physiologisch niitzlichen Energie ausmacht, so ist diese Frage 
wie fiir die Schaitzung des Nahrwertes des Futtermittels sowie 
auch fiir die Aufstellung von Normen bei der Erhaltungsfiitte- 
rung von wesentlichem Interesse. Indem O. Kellner sich auf 
das Gesetz der isodynamen Vertretung beruft und eine Ana- 
logie zwischen der spezifisch-dynamischen Wirkung der Nahr- 
stoffe und der termischen Energie des Futters anfiihrt, gelangt 
er zu der Vermutung, daB die letztere Form der Energie voll- 
stindig utilisiert wird, wenn das Tier Erhaltungsfutter 
erhalt und sich in niedriger oder mittlerer Temperatur 
befindet. An einem schematischen Beispiele demonstriert 
O. Kellner’) die Méglichkeit, die termische Energie des Futters 
im Zusammenhange mit der Temperatur der umgebenden Luft 
zu verwerten. Je niedriger die Temperatur ist, desto gréBer 
ist der Energieverbrauch zur Erhaltung der K6érpertemperatur 
und desto mehr Chancen bieten sich fiir die Verwertung der 
termischen Energie unter der Bedingung einer ungeniigenden 
Fiitterung dar. Mit der Steigerung der Temperatur nimmt die 
Méglichkeit ihrer niitzlichen Wirkung ab, und bei 30°C, wenn 
der Bedarf des Tieres nach Temperatur ein Minimum er- 
reicht, tritt endlich die Grenze der Verwertung der termischen 
Energie ein; die letztere geht fiir den Organismus verloren, 
indem sie nur die Warmeproduktion vergréBert. Ganz anders 
gestalten sich die Bedingungen der Verwertung der Energie 
des Futters bei ausgiebiger Fiitterung. In diesem Falle stehen 
gewohnlich den Tieren allzu groBe Mengen der aus den Nahr- 


1) Die Ernahrung d. |. Nutztiere, 3. Aufi., S. 107. 
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stoffen entstehenden termischen Energie zur Verfiigung, und 
die letztere bleibt véllig unverwertet. Der Nutzeffekt der iiber 
das Ma8 des Erhaltungsfutters gereichten Nahrung wird nur 
durch die Energiemenge bestimmt, die unmittelbar der Lebens- 
titigkeit der Zellen, dem Fett- und Fleischabsatze und iiber- 
haupt der produktiven Tatigkeit des Tieres zugute kommt. 
Die termische Energie des Erganzungsfutters erweist sich als 
iiberfliissig, denn der Wiarmebedarf zur Erhaltung der K6rper- 
temperatur wird schon durch das Erhaltungsfutter gedeckt 
Somit erweisen sich eine nicht hohe Lufttemperatur und die 
Erhaltungsfiitterung als die einzigen unentbehrlichen Bedingungen 
zur Erzeugung der niitzlichen Wirkung der termischen Energie 
des Futters. Unter diesen Bedingungen wird der Nahrwert 
des Futtermittels durch seinen gesamten Gehalt an physiologisch 
niitzlicher Energie bedingt. 

Dies sind O. Kellners theoretische Erwagungen, die leider 
durch Experimente nicht bestatigt sind.- Die Untersuchungen 
von H. Armsby auf der Versuchstation in Pennsylvanien') 
welche mit Ochsen zwecks Bestimmung des Produktionswertes 
des Timotheeheus ausgefiihrt worden sind, erlauben uns aber, 
SchluBfolgerungen zu ziehen, die mit den soeben angefiihrten 
Erwagungen Kellners nicht vollig tibereinstimmen. H. Armsby 
benutzte fiir seine Versuche einen groBen Respirationscalori- 
meter, der auBer dem Stoffwechsel auch alle Verainderungen in 
den vom Tiere ausgeschiedenen Warmemengen unmittelbar zu 
registrieren erlaubte; in dieser Hinsicht verdienen diese For- 
schungen besondere Beachtung. Ohne auf H. Armsbys Unter- 
suchungen naher einzugehen, wollen wir nur die erhaltenen 
Resultate betrachten. Der Versuch zerfiel in 4 Perioden, in 
den ersten zwei war die Menge des aus Timotheeheu und etwas 
Leinmehl bestehenden Futters weit geringer, als es fiir die Er- 
haltungsfiitterung erforderlich ist. Das Tier hungerte, dabei 
wurden die Bestandteile des Kérpers, das Fleisch und das Fett, 
zerstért, deren Energie in der ersten Periode 2578Ca'., in der 
zweiten 791 Cal. betrug. Der Versuch wurde bei einer Luft- 
temperatur von 18°C ausgefiihrt. Es méchte scheinen, da8 

1) U. S. Departament of Agriculture, Bureau of Animal Industry 
Bulletin Nr. 51. Landw. Jahrb. 33, 665. 
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bei diesen Bedingungen die umsetzbare Energie des Futter- 
mittels durch das Tier vollstindig utilisiert werden muB. 
Wahrenddessen hat aber die Steigerung der Timotheemenge in 
der zweiten Periode im Vergleich zur ersten auf 1282,5g, was 
2840 Cal. des physiologischen Nutzwertes des Heues entspricht, 
das vom Tiere ausgeschiedene Wairmequantum bedeutend er- 
hoht. Die direkt im Calorimeter beobachtete Warmeproduktion 
betrug naimlich in der ersten Periode 9215Cal., in der zweiten 
10296 Cal., d. h. 1081 Cal. mehr. 

Somit la8t sich bei der Zunahme der Energie des Futters 
von 2840 Cal. eine Steigerung der Warmeproduktion von 
1081 Cal. beobachten, oder 37°/, der umsetzbaren Energie 
gehen fiir das Tier unproduktiv verloren. Und die oben an- 
gefiihrten GréBen des Fleisch- und Fettzerfalles in den beiden 
Perioden zeigen tatsiachlich, daB die Menge der umsetzbaren 
Energie, d. h. der Energie, die zur Erhaltung der Bestandteile 
des Kérpers unmittelbar dienen kann, in der zweiten Periode 
nur um 2578 Cal. — 791 Cal. = 1787 Cal. zugenommen hat. Von 
2840 Cal. des Futters erweisen sich als wirklich niitzlich nur 
1787 Cal. oder 62,9°/,. Hieraus geht hervor, daB bei un- 
geniigender Ernahrung und bei mittlerer Lufttemperatur noch lange 
nicht die gesamte physiologisch-nutzbare Energie des Rauhfutters 
durch das Tier verwertet werden kann. Auch in diesem Falle 
erweist sich ein gewisser Teil der thermischen Energie des 
Futters als physiologisch untatig, aber nur ein gewisser Teil, 
denn ein unzweifelhaft betrachtlicher Teil derselben wird gleich 
der dynamischen Energie des Futters utilisiert. Dies ergibt 
sich besonders deutlich aus demselben Versuche von Armsby. 
In der III. und IV. Periode wurde die Gabe des Timotheeusheus 
bedeutend erhéht; die umsetzbare Energie betrug im ersten 
Falle 11198 Cal., im zweiten 12106 Cal.; dabei trat eine Ab- 
lagerung des Fleisches und Fettes im Kérper ein, deren Energie 
in der III. Periode 176 Cal., in der IV. 478 Cal. betrug. Folg- 
lich erhéhte eine Zunahme der Energie des Futters von 908 Cal. 
die Ablagerung des Fleisches und des Fettes um 302 Cal., 
d. h. die niitzliche Wirkung der Energie betrug im ganzen 
33,3°/, gegeniiber 62,9°/, bei ungeniigender Ration. Es ist 
klar, da8 die thermische Energie des Rauhfutters eine gewisse 
produktive Wirkung bei ungeniigender Ernahrung zur Folge hat. 
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Vielleicht ware der Koeffizient der niitzlichen Wirkung des 
Futters viel gréBer, wenn der Versuch bei einer bedeutend 
niedrigeren Temperatur als 18° C ausgefiihrt ware? Es ists 
méglich, daB bei einer mittleren Temperatur die Menge der 
thermischen Energie in der Futterration das Bediirfnis des Tieres 
fiir diese Energie bedeutend iiberwog, und in diesem Falle mu8 
ihr Uberschu8 fiir das Tier ohne Nutzen verloren gehen, indem 
er nur die Warmeproduktion steigert. Es ist sehr wahrschein- 
lich, daB zwischen der Umgebungstemperatur und dem Nutz- 
effekt des Rauhfutters irgendein Zusammenhang besteht. Mit 
der Abnahme der Temperatur steigert sich, wie bekannt, das 
Warmebediirfnis des Tieres und mu8 scheinbar die Méglichkeit 
einer vollstandigeren Verwertung der thermischen und folglich 
auch der gesamten physiologisch niitzlichen Energie des Rauh- 
futters zunehmen. 

Der Wunsch, die soeben angefiihrten theoretischen Er- 
wagungen durch Experimente zu bestatigen, war die Veranlassung 
zur Ausfiihrung unserer Versuche. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Aufgabe unserer Versuche besteht darin, den Nutzeffekt eines 
aus Timothee und Klee bestehenden Heus im Zusammenhange mit der 
Umgebungstemperatur und dem Ernahrungszustande des Tieres zu be- 
stimmen. Die Versuche wurden mit Kaninchen ausgefiihrt, die in be- 
sonders eingerichtete, mit zwei Netzbéden versehene Zinkkifige gesetzt 
wurden. Der obere Boden war aus seltenem Drahtnetze mit groBen 
Offnungen verfertigt, durch welche die Exkremente frei passieren konnten, 
um vom unteren Netze mit feinen Offnungen aufgehalten zu werden; 
der Harn passierte beide Netze und gelangte durch den unteren trichter- 
férmigen Teil des Kafigs in ein Glaschen, das eine kleine Menge 2°/jiger 
H,SO, enthielt. 

Es wurden im ganzen drei Versuchsserien mit 4 Kaninchen aus- 
gefiihrt. Jeder Versuch der zwei ersten Serien bestand aus zwei Perioden, 
die je 8 bis 10 Tage dauerten; in der einen bestand die Ration aus Erbsen, 
Hafer und Heu, in der anderen wurde eine groBe Menge fein gehick- 
selten Heus hinzugefiigt. Das Gemenge wurde mit einer bestimmten 
Menge heiBen Wassers begossen und in dieser Gestalt den Tieren ver- 
abreicht. In den beiden Perioden eines jeden Versuchs wurde der Um- 
satz des Kohlenstoffs, des Stickstoffs und der Energie bestimmt; aus 
der Betrachtung der Bilanzen konnte man die GréLe des Nutzeffekts 
des beigefiigten Heus bestimmen. Zur Untersuchung der Gasausschei- 
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dung wurden die Kaninchen 2 oder 3mal wihrend einer Periode auf 
24 Stunden in Prof. Paschutins Respirationsapparat gestellt. 

Fiir Versuche bei 0° C bedienten wir uns einer besonderen Kiibl- 
vorrichtung, welche die Form eines groBen hélzernen Kastens hatte, der 
von auBen mit Filz beschlagen, von innen mit Zink bedeckt war. Der 
Kasten wurde mit einem Deckel zugemacht. In der Mitte des Deckeis 
befand sich ein groBes Glas, um Licht durchzulassen; an den Seiten des 
Kastens waren zwei Offnungen fiir Ventilationsréhren. In diesem Kasten 
befand sich ein zweiter Kasten aus Zink mit einem Glasdeckel; in den 
zweiten Kasten wurde der Kifig mit dem Kaninchen oder bei Unter- 
suchung des Gaswechsels der Respirationsapparat gestellt. Der Raum 
zwischen beiden Kasten wurde mit Eis und Kochsalz gefiillt. Die 
Temperatur wurde mittels eines im Kafig oder im Respirationsapparat 
befindlichen Thermometers gemessen. Bei Versuchen mit einer Tempe- 
ratur von 30° C wurde der innere Zinkkasten herausgenommen, auf 
besondere Stinder gestellt und mittels einer Gaslampe von unten er- 
hitzt. Die Temperaturschwankungen betrugen wie in den Versuchen bei 
0° C, so auch in den Versuchen bei 30° C, nicht mehr als 2 bis 4°. Alle 
analytischen Untersuchungen wurden, nur sehr wenige Falle ausgenommen, 
doppelt ausgefiihrt. Die Harnanalyse zur Bestimmung des Stickstofis 
wurde tiaglich ausgefiihrt, der Kohlenstoffgehalt wurde aber in einer 
Mittelprobe des in 2 oder 3 Tagen erhaltenen Harns mittels Oxydation 
durch H,SO, und Kaliumbichromat bestimmt. Aus demselben Harn 
wurden Proben von je 10 bis 20 ccm zur Bestimmung des Warmewertes 
genommen. Zu diesem Zwecke wurde der Harn in kleine Schilchen ge- 
gossen, worin Cellulose-Absorptionsbléckchen gelegt und iiber H,SO, bei 
geringem Drucke getrocknet wurden. Die calorimetrischen Unter- 
suchungen des Harns, wie auch der Futtermittel und der Exkremente 
wurde mittels der Petersschen Bombe in Sauerstoffgas von 25 Atmo- 
sphiren Druck bewerkstelligt. 

Die III. Versuchsserie wurde mit einem hungernden Kaninchen aus- 
gefiihrt, das nach dreitigigem Hungern im Laufe von 3 Tagen 50 g 
Heu taglich erhielten. 

Nach diesen allgemeinen Bemerkungen kénnen wir nun zu einer 
ausfiibrlichen Schilderung unserer Versuche iibergehen. 


I. Versuchsserie.') 


Diese Serie bestand aus drei Versuchen, die mit einem Kaninchen A 
ausgefiihrt wurden. Versuch I fand bei 20° C, II bei 0° C und III bei 


1) Diese Versuche wie auch die mit dem hungernden Kaninchen sind 
von G. W. Bogajewski unter persdnlicher Beobachtung von Ustjanzew 
angestellt, derselbe hat auch alle hierzu gehdrenden analytischen Be- 
stimmungen ausgefiihrt; von Ustjanzew sind nur die Elementaranalysen 
und die calorimetrischen Untersuchungen ausgefiihrt. 




















Verwertung d. Rauhfutters in Beziehg. zur Umgebungstemperatur usw. 377 


30° C statt. Wahrend dieser Versuche, die nacheinander mit einigen 
Zeitraumen folgten, bekam das Kaninchen ein und dieselbe Ration, 
nimlich in der J. Periode 10 g Erbsen, 10 g Hafer und 10g Heu, in 
der II. Periode wurden diesem Futter 40 g Heu zugefiigt. Das Futter 
wurde stets am Morgen zwischen 9 und 10 Uhr im Kafig oder im Re- 
spirationsapparat verabreicht und vom Tiere ohne Uberbleibsel verzehrt. 
Die Protokolltabellen dieser Versuche sind in der Beilage angefiihrt 
(siehe Tabelle I). 

Da die Exkremente nach Perioden nicht geschieden wurden, so 
schwankte natiirlich ihre Menge in verschiedenen Versuchen. Diese 
Schwankungen waren jedoch sehr unbedeutend und weisen infolge der 
moglichen Fehler, die durch ungleichmiBige Ausscheidung und Auf- 
sammlung der Exkremente veranlaBt sind, unzweifelhaft einen zufalligen 
Charakter auf. Es ist anzunehmen, daB die Verdaulichkeit des Futters 
in allen Versuchen unabhingig von der Umgebungstemperatur ein und 
dieselbe blieb. Damit die Unterschiede in den Mengen der Exkremente 
auf die Berechnung der Bilanz des Stoff- und Energiewechsels keinen 
Einflu8 ausiiben kénnten, haben wir fiir die Menge, so auch fiir den 
chemischen Bestand und den Warmewert der Exkremente mittlere GréBen 
angenommen. Die Menge und der chemische Bestand der Exkremente 
und die festgestellten mittleren Werte sind in folgender Tabelle an- 
gegeben. 





I. Versuch Il. Versuch lil. Versuch Durchschnitt 
Periode Periode Periode Periode 
I II I II I Il I II 
Menge Wufttr-Subst.} 10,1 38,8 9,5 39,0 9,3 38,7 ~ - 
8 trock.Subst.| 9,2 | 34,8 86 | 35,8 83 35,4 8,7 | 35,3 
Stickstoff es 1,37 1,40 1,35 1,45 1,40 1,35 = - 
: g 0,126 0,487 0,116 0,519 0,116 0,478 0,119 0,495 


So} 45,85 45,80 45,97 46,15 46,00 46,16 -- — 

g 4,218 15,938 $,953 16,521 3,818 16,341 3,996 16,266 

lgcal.}4446.8 4480,4 [4440.3 4465.0 [4384,6 (4459.5 14423,9 4468.3 
Cal. 40,91 | 155,92 38,19 159,85 36,39 | 159,87 38,48 157,80 


Kohlenstoff 


Energie-Inh. 














Der Gehalt an organischer Substanz, Stickstoff, Kohlenstoff und 
der Wirmewert der Futtermittel, bezogen auf die Trockensubstanz, war 


folgender: 
Trockensubst. Organ. Subst. Stickstoff Kohlenstoff Energie-Inhalt 
C) o/ 4 o%, lg 


° 0 
Erbsen . . . 89,87 96,94 4,32 44,58 4424,2 cal. 
Hafer .. . 89,50 96,05 2,20 46,77 4626,8 ,, 
eee. 93,25 1,26 45,25 4422.6 ,. 


In der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse des Stickstoff- und 
Kohlenstoffwechsels fiir einen Tag nach Perioden in jedem Versuche an- 
gefiihrt. 


ee 


er 
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Ergebnisse des Stick- und Kohlenstoffwechsels. 





I. 
Periode 


Il, 
Periode 


I. 
Periode 


Il. 
Periode 


I. 
Periode 
II. 
Periode 











Gewinn oder Verlust an Protein und Fett. 
Auf Grund der Zahlen der soeben angefiihrten Tabelle kénnen wir 
die Stick- und Kohlenstoffbilanzen, wie auch die denselben entsprechenden 
EiweiB- und Fettmengen berechnen, die sich im Kérper abgelagert haben 
oder zerfallen sind. Nach Kéhlers Angaben betrigt der Stickstoff- 
gehalt im Eiwei8 (Fleisch) 16,67°/,, der Gehalt an Kohlenstoff 52,54°/,. 
Deshalb haben wir zur Berechnung der EiweiBmenge nach Stickstoff den 
Koeffizient 6,0, aber zur Bestimmung des Fettes nach Kohlenstoff den 
gewohnlichen Koeffizient 1,3 benutzt. Fir den Warmewert eines Gramms 
Eiwei8 und Fett wurden die Faktoren 5,7 Cal. und 9,5 Cal. angewandt. 


Aufnahme g Abgabe g 
Stickstoff Kohlenstoff 
Stickstoff Koblenstoff | im | im —_ - = im im rosy vm 
> > 2 - - -f s- 
Harn Kot beider] ration Harn Kot scheid. 
I. Versuch. T. 20°C 
Erbsen 0,388) 4,006 
Hafer 0,197'0,698 4,096 $ 12,169 0,857 0,119 0,976] 8,400 0,606 3,996 |13,002 
Hea 0,113) 4,067 
+40 g Heu 0,453=1,151 +16,267 = 28,436]0,672 0,495 1,167]10,360 0,808 16.266 |27,434 
II. Versuch. T. 0° C. 
0,698 12,169 1,437 0,119 1,556)10,640 1,125 3,996 15,761 
1,151 28,436 1,211 0,495 1,706/11,400 1,289 16,266 28,955 
III. Versuch. T. 30° C, 
0,698 12,169 0,597 0,119 0,716] 8,310 0,484 3,996 '12,790 
1,151 28,436 0,586 0,495 1,081]10,690 0,746 16,266 27,702 


Gewinn oder Verlust von Eiwei6 und Fett pro Tag. 

















Gewinn ‘ Gewinn an 
an Ce Kohlenstoff Lar, Gewinn 
: ag awe sana n an Eiweis 
Stick- des Ei Ins- Eiwei8 C | des Fett und Fett 
eof | sas 4 sbsezogen| CX1,3 im Cal. 
‘ on | aes was ‘ pro Tag 
g g 
I. Versuch. 20° C. 
I. Periode . . |} — 0,278 — 1,668|— 0,833 +- 0,043/+- 0,06 — 10,07 
i a ” . }— 0,016 — 0,096} 1,002 + 0,952}+- 1,24 + 11,28 
II. Versuch: 0° C. 
L. Periode . . }— 0,858 — 5,148]— 3,592: — 0,887|— 1,15 — 40,26 
IL. as . |— 0,555 — 3,330/— 0,519 + 1,230/+- 1,60 — 3,78 
III. Versuch. 30°C. 
I. Periode . . }— 0,018 — 0,108]— 0,621 — 0,564|— 0,733 — 7,57 
Il. . + 0,667'+- 8,73 





- [+ 0,070 + 0,420}-+ 0,734 +- 0,513 




















se 


Verwertung d. Rauhfutters in Beziehg. zur Umgebungstemperatur usw. 379 


Hieraus ersehen wir, da® in der I. Periode aller Versuche sich ein 
bald gréBerer, bald kleinerer EiweiB- und Fettverlust aus dem Kérper 
im Zusammenhange mit der Temperatur beobachten la8t. Die Futter- 
ration war in der I. Periode aller Versuche zur Deckung der Bediirfnisse 
des Kaninchens ungeniigend. Dank dem Umstande, daB die Ration des 
Tieres in allen Versuchen ein und dieselbe blieb, konnte man natiirlich 
erwarten, daB die Ernaihrung des Kaninchens je nach der Umgebungs- 
temperatur sich verschieden gestalten wiirde. In der Tat, waihrend bei 20° 
der Verlust der Kérpergewebe 10,07 Cal. betrug, erreichte er bei 0° schon 
40,26 Cal. Die Zugabe von 40 g Heu zur Ration bewirkte in allen Ver- 
suchen eine merkliche Eiwei8- und Jettersparnis im K6rper. 

Energiebilanz. 

Zur Feststellung der Energiebilanz haben wir unmittelbar den 
Warmewert des Futters, der Exkremente und des Harns mittels Ver- 
brennung in der Bombe bestimmt. Fiir die Exkremente haben wir mittlere 
GréBen benutzt, die aus den Ergebnissen fiir die I. und II. Periode in 
jedem Versuche erhalten worden sind. Der Gehalt der Energie im Harn 
wurde, wie gewohnlich, einmal im Laufe einer Periode bestimmt; dabei 
wurde das Verhiltnis zum Kohlenstoff ermittelt, und nach der Menge 
des letzteren wurde der Wairmewert des Harns pro 1 Tag in jeder Periode 
bestimmt. Indem wir die Energie, welche der Organismus im Futter er- 
halt, und auch diejenige, welche aus dem Organismus als KérpereiweiB 
und Fett schwindet, mit der Menge der Energie vergleichen, die durch 
Exkremente ausgeschieden und im Korper als Eiwei8 und Fett abgesetzt 
wird, erhalten wir eine Differenz, die der ausgeschiedenen tierischen Warme 
entspricht. Es ist selbstverstindlich, daB die gefundenen Werte fiir die 
Warmeproduktion von den wirklichen etwas abweichen miissen, da 
1. in den Berechnungen des Verlustes oder der Ablagerung des EiweiBes und 
des Fettes im Ké6rper stets einige Ungenauigkeiten infolge der Methotik 
der Stoffwechselforschung méglich sind, und da wir 2. die Energie nicht 
bestimmt haben, die das Tier im Methan verlor. Dennoch gewihren diese 
Ergebnisse einiges Interesse, da sie unmittelbar zeigen, auf welchem Wege 

















Energiebilanz. 

:  Aufnahme Kn Abgabe Be- 
Cal. Cal ___] rechnete 
mis ies des —< im bn 

Nahrung Eiweiéund|Paeces| Harn jeivegunal 

eo ae Fett | Fett Cal. 
I. Versuch. I. Periode} 120,95 10,07 38,48 6,12 —_— 86,42 
: om 280,08 _ 157,80 5,66 11,23 | 105,39 
II. Versuch. I. Periode}] 120,95 40,26 38,48 12,15 — 110,58 
ae 280,08 3,78 |157,80 10,57 a 115,49 
III. Versuch. I. Periode} 120,95 7,57 | 38,48 4,50) — 85,54 
a 280,08 —_ 157,80 5,44; 8,73 | 108,11 
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die Wirmeregulation bei Verfiitterung des Heus unter verschiedenen 
Umgebungstemperaturen stattfand. 

Aus den Daten der Warmeproduktion geht es hervor, daB unter 
dem Einflusse der Zugabe des Heues in allen Versuchen eine Steigerung 
der Wirmeausscheidung eintrat, die aber je nach der Umgebungstempe- 
ratur bald gréBer, bald kleiner war. Wahrend bei 20° die Warmeproduktion 
sich um 18,97 Cal., bei 30° sogar um 22,57 Cal. steigerte, betrug die Steige- 
rung bei 0° nur 4,91 Cal. 


Physiologischer Nutzwert des Heus. 

Auf Grund der Zahlen der angefiihrten Tabellen kénnen wir jetzt 
den physiologischen Nutzwert des Heues bestimmen. Wir wiederholen 
hierbei, daB wir die Menge des Methans nicht festgestellt haben, und daher 
ist die GréBe des von uns ermittelten physiologischen Nutzeffekts etwas 
héher als in Wirklichkeit. Zur Berechnung der umsetzbaren Energie 
des Futters haben wir aus seiner Gesamtenergie die in den Exkrementen 
und in dem Harn enthaltene Energie abgezogen. Da in allen Versuchen 
das Kaninchen etwas mehr Protein zersetzte, als es im Futter bekam, 
so muB8 ein Teil der Energie im Harn, die Energie des zersetzten Korper- 
eiweiBes vorstellen, und dieser Teil muB aus der Gesamtenergie des Harns 
abgezogen werden. Nach Rubners Angaben steigerte sich die potentiale 
Energie des Harns um 7,45 Cal. bei jedem Gramm Stickstoff, der durch 
die Oxydation des Kérperstickstoffes entsteht. Z. B. da in der I. Periode 
des I. Versuches das Kaninchen 0,278 g Korperstickstoff verlor, so stammen 
2,07 Cal. im Harn nicht aus der Energie des Futters, sondern aus den 
Kérpergeweben her, und diese GréBe miissen wir also aus dem Warme- 
wert des Harns abziehen. 











Exkrete Cal. Physiologischer 
Futter Nutzwert der 
K Harn Gesamtration 
Cal. ot (korrigiert) Cal. 
I. Versuch, 
I. Periode .. . . |120,95] 38,48 (6,12—2,07)—4,05}) 78,42 
wa . . « « |280,08/157,80 (5,66—0,12) — 5,54; 116,74 
II. Versuch. 
I. Periode . . . .|120,95] 38,48 |(12,15—6,39) — 5,76} 76,71 


| aa . . « . |280,08] 157,80 |(10,57—4,13) — 6,44) 115,84 
III. Versuch. 


I. Periode . . . .|120,95) 38,48) (4,50—0,13)=— 4,37} 78,10 


~ « . « . « [280,08] 157,80) (5,44+-0,52) — 5,96] 116,32 
Durchschnitt. 

I. Periode . . . .|120,95} 38,48 4,72 77,74 64,30°/, 

| aa 7 280,08 | 157,80) 5,98 116,30 41,52°/, 














Heu36,9gTrockensubst.| 159,13] 119,32! 1,24 38,56 24,22°/, 
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In den drei unteren Reihen der Tabelle haben wir mittlere GréBen 
des physiologischen Nutzeffekts des Futters fiir jede Periode genommen 
und sein Prozentverhaltnis zur Gesamtenergie des Futters berechnet. 
Wenn wir die Zahlen beider Perioden miteinander vergleichen, so finden 
wir die GréBe der umsetzbaren Energie des hinzugefiigten Heues. Die 
Tabelle zeigt uns, daB der physiologische Nutzwert des Heues 38,56 Cal. 
gleicht, was 24,22°, der gesamten chemischen Energie betrigt. Aus der 
folgenden Tabelle, in welcher der Nutzeffekt des Heues angefiihrt wird, 
ersehen wir, da die Menge der verdaulichen organischen Substanz in 
hinzugefiigtem Heu 9,05 g betrug.!) Folglich sind enthalten in 1 g der ver- 
daulichen organischen Substanz des Heues 4260,7 Cal. der physiologisch 
niitzlichen Energie. 


Reine nutzbare Energie des Heues, 


Wir wollen nun die GréBe der nutzbaren Energie des Heues in den 
verschiedenen Versuchen betrachten; das ist die Energie, welche die 
Energie der Gewebe unmittelbar vertreten und den K6rper vor EiweiB- 
und Fettzerfall bewahren kann. Es fallt schon bei Betrachtung der Pro- 
tokolitabellen (Beilage) ein merklicher Unterschied in der Ausscheidung 
des CO, bei der Atmung in den verschiedenen Versuchen unwillkiirlich 
in die Augen; dies wird durch die Zugabe von Heu bewirkt. So stieg in 
dem Versuche bei 20° die Menge der ausgeatmeten CO, infolge der Zugabe 
des Heues von 30,8 bis 38,0 g, d.h um 7,2 g oder um 23%, in dem Ver- 
suche bei 0° aber — von 39,0 bis 41,8 g, d.h. im ganzen um 2,8 g oder 
um ungefihr 7%. Wir kénnen schon aus diesen Zahlen schlieBen, daB der 
ProzeB der Warmeregulation im Zusammenhange mit verschiedenen 
Ernahrungsbedingungen des Kaninchens recht ungleichmaBig verlauft. 
Eine so geringe Zunahme der Ausscheidung des CO, bei 0° infolge der Zu- 
gabe des Heues kann wohl bis zu einem gewissen Grade von der bedeutenden 
Abnahme des Lebendgewichts des Kaninchens in der II. Periode abhingen. 
Aber dies geschah nur bis zu einem gewissen Grade, denn diese Erschei- 
nung, d. h. eine weit geringere Zunahme der ausgeschiedenen CO, infolge 
der Zugabe des Heues bei niedriger Temperatur im Vergleich mit der Zu- 
nahme bei einer hohen Temperatur, léBt sich in allen Versuchen beobachten, 
wie wir dies weiter unten sehen werden. Ferner konnten wir aus der Energie- 
bilanz wahrnehmen, daB bei 0° die Warmeproduktion infolge des zugefiigten 
Heues nur recht unbedeutend zunahm, wenn man sie mit der Warme- 
produktion in den Versuchen bei hoher Temperatur vergleicht. Alles dies 
weist schon im voraus darauf hin, daB der Verwertungskoeffizient der 
umsetzbaren Energie des Heues in verschiedenen Versuchen recht ver- 
schieden war. 


Den Nutzeffekt des hinzugefiigten Heues driickt die Energie der- 


1) Der prozentische Gehalt der Exkremente an organischer Sub- 
stanz war im Durchschnitt von 3 Versuchen fiir jede Periode ein folgender: 
I. Periode 91,80%, II. Periode 91,95%. 





a) 
Mg 


tia 
ct 

i 
a 
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382 W; Ustjanzew und G. Bogajewski: 


jenigen Fleisch- und Fettmengen aus, die das Heu im Korper des Tieres 
erspart hat. 

Zur Bestimmung dieser nutzbaren Energie andern wir die Energie 
des Verlustes oder der Zunahme im Koérper des Fleisches und des Fettes 
um dieselbe GréBe, wie bei der Berechnung des physiologischen Nutz- 
effekts, indem man 7,45 Cal. auf jedes Gramm Stickstoff im Harn ab- 
zieht, da der Betrag an umsetzbarer Energie in derselben Weise korrigiert 
worden ist.1) 

Folgende Tabelle zeigt uns die GréBe der nutzbaren Energie des 








Heues. 
atei as 4 
E35 | 3% ie 
223 BBS | Gesamtgewinn oder Verlust 3 
-?— Eas | (korrigiert) vom Futter = 
Ess | 3 2 | - 
pas |a2 | - 
ass TT. — aes &. Ss 
I. Versuch. 20° C. | 
I. Periode] 17,71 | 77,74, (— 10,07 — 2,07) = — 8,00 | 
_ wa 26,76 116,30 | (+- 11,23 — 0,12) = +- 11,11 | 
Heu 9,05 38,56 19,11 49,6 


II. Versuch. 0° C. | 
I. Periode] 17,71 | 77,74 | (— 40,26 — 6,39) = — 33,87 

Il. ,, | 26,76/116,30, (— 3,78 —4,13)—+ 0,35 

Heu | 9,05) 38,56 34,22 88,7 

III. Versuch. 30° C, 


I. Periode| 17,71 | 77,74 | (— 7,57 — 0,13) = — 7,44 | 
~  w 26,76 116,30) (+-8,73-+ 0,52) —+-9,25 | 


' 


Heu 9,05 | 38,56 16,69 | 43,3 











Aus dieser Tabelle ersehen wir, daB der Nutzeffekt des Heues im 
Zusammenhange mit diesen oder jenen Bedingungen des Versuches recht 
bedeutend schwankt. Es stellt sich heraus, daB bei Verabreichung 
ein und derselben Ration der Koeffizient der Nutzwirkung oder der ,,Pro- 
duktionswert“ des Heues in strenger Abhingigkeit von der Umgebungs- 
temperatur steht. Wir sehen, da8 in dem Versuche bei 30°C die Nutz- 
barkeit des physiologischen Nutzwertes des Heues im ganzen 43,3% be- 
trigt, bei 20% schon 49,6%, bei 0° erreicht sie 88,7%, d. h. fast die gesamte 
umsetzbare Energie des Rauhfutters wird von dem Tiere zur Ersetzung 
der Bestandteile des K6rpers ausgenutzt. Hieraus folgt, daB bei ge- 
wissen Erniaihrungsbedingungen des Tieres die Verwertung 


1) Diese Methode wandte H. Armsby in seinen Bestimmungen an 
(Landw. Jahrb. 33). 








OMI 
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des physiologischen Nutzwertes fast in voller Ubereinstim- 
mung mit dem Gesetze der isodynamen Vertretung statt- 
findet. Es fragt sich nun, welches die Bedingungen sind, bei denen der 
physiologische Nutzwert als Mafistab des Nahrwertes des Rauhfutters 
dienen kann? 

Bei einer niheren Betrachtung der angefiihrten Versuche miissen 
wir unsere Aufmerksamkeit auf den Umstand lenken, da6B auBer der Um- 
gebungstemperatur die Bedingungen des Versuchs noch einen recht wesent- 
lichen Faktor aufweisen — dies ist der Unterschied in der Ernahrung 
des Tieres. Da die Ration des Tieres in allen Versuchen ein und dieselbe 
war, so ist es verstandlich, daB je nach dieser oder jener iuBeren Tem- 
peratur der Ernaihrungszustand des Kaninchens wesentlich verschieden 
ist, da die Intensivitét des Stoffwechsels sich in strenger Abhingigkeit 
von der Umgebungstemperatur befindet. Unsere Versuche zeigen in 
der Tat, daB die GréBe des Verbrauches der Nahrstoffe und auch der Ver- 
lust an EiweiB und Fett aus dem Ko6rper in der I. Periode bei 0° und bei 
30° sehr verschieden ist. Wihrend im Versuche bei 0° die Energie des 
Verlustes von EiweiB und Fett aus dem Kérper 40,26 Cal. betrug, war 
sie bei 30° 7,57 Cal. Wenn wir auf Grund der Daten des Stick- und Kohlen- 
stoffumlaufes in beiden Fallen die GréBen des Verbrauches der Nahr- 
stoffe oder das Bediirfnis des Tieres im Nahrungsmaterial berechnen und 
ihr Verhaltnis zum Quantum des im Futter verabreichten physiologischen 
Nutzwertes ermitteln, so sehen wir ganz deutlich, daB die Bedingungen 
der Aufnahme des Rauhfutters, unabhingig von der Umgebungstem- 
peratur, wesentlich verschieden waren. In der Tat, das Bediirfnis des 
Kaninchens in der Nahrung betrug in der I. Periode im Versuche bei 0° 
138,47 Cal.1), bei 30° C 105,80 Cal.; die Menge der umsetzbaren Energie 
im Futter glich in der II. Periode der Versuche 116,30 Cal. Wenn wir das 
Verhaltnis der im Futter aufgenommenen Energie zum Bediirfnisse des 
Tieres feststellen, indem wir das letztere als 100 annehmen, so erhalten 
wir im ersten Falle 84%, im zweiten 110%. In dem Versuche bei 0° war 
die Menge der im Futter verabreichten physiologischen nutzbaren Energie 
geringer als der Bedarf des Tieres, aber im Versuche bei 30° war diese 
Menge etwas gréBer als der Bedarf. Es fragt sich hier unwillkiirlich, 
ob nicht neben der Umgebungstemperatur der Unterschied in den Er- 
nihrungsbedingungen des Tieres eine ungleiche Verwertung der Energie 
des Rauhfutters bewirken kénnte. Um diese Frage aufzukliren, haben 
wir eine zweite Versuchsserie nach demselben Plane aufgestellt, nur mit 
dem Unterschiede im Vergleich zur ersten Serie, daB die Kaninchen ver- 
schiedenes Futter erhielten, das mehr oder minder reichlich war und mit 
der Absicht verabreicht wurde, damit die Ernahrung der Kaninchen in 





1) Die Dimension des Verbrauches der Niahrstoffe wurde von uns 
auf Grund des Stickstoffgehaltes im Harn und des im Harn und bei der 
Atmung ausgeschiedenen Kohlenstoffs bestimmt, wobei fiir die Umrech- 
nung auf EiweiB und Fett, wie auch fiir die Ermittelung der calorimetri- 
schen Werte die schon angefiihrten Koeffiziente verwandt wurden. 














384 W. Ustjanzew und G. Bogajewski: 


vergleichenden Versuchen bei verschiedenen Temperaturen modglichst 
ein und dieselbe bliebe. Hierdurch wollten wir erreichen, daB sich die 
niitzliche Wirkung der Heuzugabe nur unter dem Einflusse verschiedener 
Umgebungstemperatur befinde. 


II. Versuchsserie. 


Fiir die Versuchsserie wurden zwei Kaninchen C und D verwandt, 
wobei mit jedem von ihnen zwei Versuche — bei 0°C und bei 30°C. — 
ausgefiihrt wurden. Dem Kaninchen C wurde in der I. Periode des Ver: 
suchs bei 30° C dieselbe Ration verabreicht wie in der ersten Versuchs- 
serie, nimlich 10 g Erbsen, 10 g Hafer und 10 g Heu, aber in dem Ver- 
suche bei 0° wurde die Menge der Erbsen der Ration bis auf 20 g erhoht. 
Das Kaninchen D erhielt im Gegenteil wahrend des Versuches bei 0° die 
Ration der I. Serie, bei 30° wurde ihm nur 10 g Heu verabreicht. In diesen 
Rationen wurde in der II. Periode in allen Versuchen, wie auch friiher, 
je 40 g desselben Heues hinzugefiigt. Somit gedachten wir, zwei Versuchs- 
reihen zu erhalten, wobei in der ersten Reihe das Kaninchen ein dem Er- 
haltungsfutter sehr nahes Nahrungsquantum erhielt, in der zweiten aber 
ihm ein sehr kargliches Futter gegeben wurde. Wir vermuteten, daB bei 
verschiedenen Rationen der Ernahrungszustand des Kaninchens wie bei 
niedriger, so auch bei hoher Temperatur ungefaihr der gleiche bleiben 
werde. 

Die Protokolltabellen dieser Versuchsserie sind in der Beilage an- 
gefiihrt (siehe Tabelle II u. III). 

Der chemische Bestand der Futtermittel ist schon oben angegeben 
(siehe 8. 116). 

Die Menge und der chemische Bestand, wie auch der Warmewert 
der Exkremente, die in verschiedenen Perioden beider Versuchsreihen 
erhalten worden sind, waren folgende: 


Trocken- Organische .,; 4 Energie- 
et “nat fe 

I. Versuch. 0° C. 

I. Periode . .. 8,24g 91,43°/, 1,22°/, 47,13°/,  4385,4 cal 
II. - ot & an ee . See oe 1,40 ,, 45,95 ,, 4405,0 ,, 
II. Versuch. 30°C. 

L. weliem@e ... . GOB. SEM; 1,28 ,, 45,35 ,, 4389,5 ,, 
II. “ so NE, SEP wo 1,40 ,, 45,95 ,, 4420.0 ,, 

Kaninchen D. 

I. Versuch. 0° C. 
iE eiede. .. 682, ASB. 1,05 ,, 45,90 ,, 4396.2 ,, 
II. m ‘ss 8, Sea 123 . 45,14 ,, 4457,4 ,, 
II. Versuch. 30°C. 

I. Periode ... 4,95, 91,40,, 1,48 ,, 45,52 ,, 4434,7 _,, 
II. “s ; eo fiie ea. 1,35 ,, 46,56 ,, 4478.5 ,, 








yh 
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In einer Reihe folgenden Tabelien sind die Zahlen des Stickstoff- und 
Kohlenstoffumlaufes, die Mengen des Fleisches und Fettes, die zersetzt 
oder im Korper des Tieres abgesetzt sind und endlich die Ergebnisse des 
Energieumsatzes angefiihrt. Alle diese Zahlen sind auf dieselbe Weise 
ermittelt worden, wie in der ersten Versuchsserie. 


Einnahme und Abgabe yon Stickstoff und Kohlenstoff pro Tag. 





Aufnahme Abgabe 

Stick- Kohlen-| Stickstoff in g ee 

stoff _stoff im im Summe stewed im im coe 
. ‘ Harn Faeces| beider cation Harn Kot ediaitene 


Kaninchen C. I. Versuch. 0° C. 


I. Periode] 1,086 16,175 ” 0,100 1,550 ~~ 0,971 3,883 19,024 























pad 1,539 32,442 11,326 0,471 1,797 |15,710 1,401 15,453 32,564 
II. Versuch. 30°C. 

I. Periode| 0,698 12,169 |0,744 0,105 0,849 | 8,838 0,687 3,709 13,234 
_~ ~« 1,151 28,436 [0,749 0,478 1,227 [11,045 0,969 15,696 27,710 
Kaninchen D. I. Versuch. 0° C. 

I. Periode}0,698 | 12,169 | 1,628 0,087) 1,715 |11,640 1,033 3,805 16,478 
i om 1,151 28,436 |1,143 0,418 1,561 |13,090 1,236 15,487 29,813 
II, Versuch. 30° C. 

I. Periode]0,113. 4,067 10,563 0,073 0,636 | 5,454 0,565 2,255 8,274 
IL. - 0,566 20,334 “ 0,393 0,862 | 7,250 0,910 13,559 21,719 








Gewinn oder Verlust von Eiwei6 und Fett pro Tag. 





Ent- |GewinnanKohlenstoff] Ent- 


Gewinn  sprechen- sprechen- Gewinn 
_ 80 desKiweiB Eiwei8 Cab-| des Fett ®2 EiweiB 
Stickstoff yy 69 |Insgesamt gezogen | G.-} 3 und Fett 
Als Fett in Cal. 
; g , £ - g g _ 
Kaninchen C. I. Versuch. 0° C. 
I. Periode] — 0,464 | — 2,784 | —2,849 — 1,386 | —1,80 | — 32,97 
IJ. - — 0,258 —1,548 | —0,122 -- 0,691 + 0,90 | — 0,37 





II. Versuch. 30° C. 
I. Periode] — 0,151 | — 0,906 | — 1,065 | —0,589 | —0,76 | —12,: 
a « — 0,076 —-0,456 | +0,726 | + 0,487 | +0,63 | + 3,38 
Kaninchen D. L Versuch. 0° C. 
— 1,017 | — 6,102 | — 4,309 —1,103 | —1,43 | — 48,36 
—0,410 —2,460 | — 1,377 | — 0,085 | —0O,11  —15,04 
II. Versuch. 30° C. 
I. Periode] — 0,523 | — 3,138 | — 4,207 | — 2,559 | —3,32 | — 49,42 
am ss — 0,296 | —1,776 | —1,385 | —0,452 | —0,59 | — 15,72 
Biochemische Zeitschrift Band 13. 26 





I. Periode 
_ «ws 





Seeman 


OE aE lt IS 5 


oe aN Randi ke CO metores 


i 
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Energiebilanz. 
Aufnahme Abgabe 8.8 
‘al Cal ges 
Cal. al. FI 8-4 
Verlust Ansatz £ 22 
in der des _ im ae 
Nah- — Faeces' Harn — mE 
rung EiweiS EiweiB 
7 u. Fett 7 u. Fett Cal. 
Kaninchen C. } 
I. Versuch. I. Periode . . .| 160,71 32,97] 36,13 10,48 - 147,07 
II. is . . . | 319,84 0,27} 148,14 12,19 159,78 
II. Versuch. I. - . . «| 120,95 12,38] 35,91 639 — 91,03 
II. * . . . | 280,08 — |150,99 8,04 3,38 | 117,67 
Kaninchen D. 
I. Versuch. I. Periode . . . | 120,95 48,36] 36,44 1219 — |120,68 
II. és . . . | 280,08 15,041} 152,93 10,75 — {131,44 
Tl. Versuch. I. ,, . . .| 39,75) 49,42] 21,95 456 — | 62,66 
II. - . . «| 198,88) 15,72]130,37, 646 - 77,77 


Physiologischer Nutzwert und reine nutzbare Energie des Heues. 


Bei Berechnung des physiologischen Nutzwertes des Futters ver- 
fuhren wir mit der Energie im Harn ebenso wie in der I. Versuchs- 
serie, indem wir die Menge des Stickstoffs in Betracht zogen, der aus dem 
Kérper ausgeschieden oder in demselben abgesetzt wird, und fiir jedes 
Gramm desselben den Faktor 7,45 Cal. annahmen. Dieselbe Korrektion 
nahmen wir mit der Energie des im Kérper abgesetzten oder zerfallenen 
Fleisches und Fettes vor. Indem wir die Zahlen der I. und II. Periode 
in jedem Versuche vergleichen, erhalten wir die GréBe des physiologischen 
Nutzwertes und den Produktionswert des hinzugefiigten Heues. Alle diese 
Daten sind in folgender Tabelle zusammengestellt. 


Der physiologische Nutzwert und reine nutzbare Energie des Heues, 




















aioe Exkrete Cal. ; Nutzbarkeit 
energie ss : ancy Gesamtgewinn 
oan Korrigierte Energie} (vom Futter) 
Kot | Energie des oder Verlust %5 
5 Cal. | Harn cu. | Smagee 
- Kaninchen C. I. Versuch. 0°C. 
(10,48 — 3,46) (—32,97—3,46) 
I. Periode . . |160,71] 36,13 7,02 117,56 ——29,51 
(12,19 — 1,92) (—0,27—1,92) 
I... |819,84]148,14"° "7 597 [161,43] ge 
Heu (Differenz) | 159,13] 112,01 | 3,25 43,87 31,16 | 71,00 
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— Exkrete Cal. . Nutzbarkeit 
— ‘ oo Gesamtgewinn 
es res yin 
a. 2a be Korrigierte Energie} (vom Futter) 
Kot | Energie des oder Verlust %, 
Cal. Harn oe | =~ igo. 
II. Versuch. 30° C. 
: (6,39—1,12) _ |(—12,38-1,12) 
I. Periode . .|120,95] 35,91 5,27 79,77 — 11.26 
| (8,04—0,57) |. (+ 3,38 — 0,57) 
IL. ” . . |280,08] 150,99 7.47 121,62 41.281 
Heu (Differenz) | 159,13] 115,08 2,20 41,85 14,07 33,62 
Kaninchen D. I. Versuch. 0° C. 
: (12,19—7,57) (—48,36 —7,57) 
I. Periode . . |120,95| 36,44 4.62 79,89 — 40,79 
ae (10,75 ~ 3,05) _|(—15,04—3,05) 
Il. *” . . |280,08] 152,93 7.70 119,45 -— 1,97 
Heu (Differenz) | 159,13} 116,49 3,08 39,56| 28,82 72,85 
IL. Versuch. 30° C. 
” (4,56—3,94) (49,42 3,94 
I. Periode . .| 39,75] 21,95 0.62 17,18 — 45.48 
_| (6,46—2,20) ox | —15,72- 2,20 
II. i . . | 198,88 130,37) — 4,26 64,25 — 13,52 
Heu (Differenz) |159,13| 108,42 3,64 47,07] 31,96 67,80 











Bei Betrachtung dieser Versuchsserie miissen wir vor allem kon- 
statieren, daB unsere Absicht, solche Rationen zusammenzustellen, bei 
denen die Ernahrung des Kaninchens bei 0° und 30° C in der I. Periode 
die gleiche bleiben wiirde, in der I. Reihe bei weitem zu keinem erwiinschten 
Resultate gefiihrt hat. Die Steigerung der taglichen Ration bei 0° um 
10 g Erbsen erwies sich als zu ungeniigend, um die Verluste des Organismus 
zu bedecken, die mit einer niedrigeren Temperatur verbunden sind. Aus 
der Tabelle des Verlustes und der Ablagerung des Fleisches und des Fettes 
im Ko6rper ersehen wir, daB trotz der angefiihrten Zugabe zur Ration 
die Ernahrung des Kaninchens in den Versuchen bei 0° und bei 30° sich 
ganz verschieden gestaltet; der Verlust an EiweiS und an Fett aus 
dem Kérper betrug nimlich im ersten Falle 32,97 Cal., im zweiten 
12,38 Cal. Wenn wir nach Analogie der ersten Versuchsserie auf Grund 
der Zahlen des Stick- und Kohlenstoffumsatzes das Bediirfnis des Kaninchens 
in der I. Periode der Versuche bei 0° und bei 30° berechnen, so erhalten 
wir folgende GréBen: in dem Versuche bei 0° 180,1 Cal., bei 30°C 104,1 
Cal. Die Menge der umsetzbaren Energie betragt indessen in der Ration 
der II. Periode im ersten Versuche 161,43 Cal., im zweiten 121,62 Cal., 
d. h. sie glich in einem Falle 90%, im anderen 117% des gesamten Be- 
diirfnisses des Tieres in Niahrstoffen. Somit erweisen sich diese Versuche 
eher als eine Wiederholung der friiheren Versuchsserie mit dem Kanin- 
chen A, denn die Verwertung des physiologischen Nutzwertes des Heues 

26* 
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befindet sich hier auch unter dem Einflusse der auBeren Temperatur und 
des Ernahrungszustandes des Tieres. 

Nur die Versuche mit dem Kaninchen D geben uns die Méglich- 
keit, tiber den Einflu8 der Umgebungstemperatur auf den Verwertungs- 
koeffizient der Energie des Heues zu urteilen. In dieser Versuchsreihe 
ist es dank dem Unterschiede in der Ration gelungen, bei 0° und bei 30° 
eine fast gleiche Ernahrung des Kaninchens zu erreichen. Dieselbe Ta- 
belle zeigt, daB der Verlust des EiweiBes und des Fettes aus dem Kérper 
in der I. Periode des Versuches bei 0° 48,36 Cal., bei 30° C 49,42 Cal. gleich 
ist. Das Bediirfnis des Kaninchens im Futter betrug im ersten Falle 
148,80 Cal., im zweiten 71,66 Cal. Der physiologische Nutzwert glich 
indessen in der II. Periode bei 0° 119,45 Cal., bei 30° C 64,25 Cal. und be- 
trug folglich im ersten Versuche 80%, im zweiten 89% des gesamten Be- 
diirfnisses des Tieres. Die Zugabe von 40 g Heu zur Ration wurde hier 
unter der Bedingung der ungefahr gleichen Ernahrung des Tieres ver- 
abreicht, und der Unterschied in Nutzwirkung des Heues stande, wenn 
er sich geaiuBert hatte, ganzlich unter dem Einflusse der ungleichen Um- 
gebungstemperatur. 

Wie es aus der letzten Tabelle folgt, zeigen die Resultate der Ver- 
suche vor allem eine hohe Ausnutzung des physiologischen Nutzwertes 
des Heues, wie bei niedriger, so auch bei hoher Temperatur. Der Pro- 
duktionswert oder die nutzbare Energie des Heues betrug in dem Versuche 
bei 0° 72,8%, bei 30° C 67,8% der hinzugefiigten umsetzbaren Energie. 
Und auch hier erwies sich der Nutzeffekt des Heues trotz der Bedingungen 
der gleichen Ernihrung des Kaninchens bei niedriger Temperatur als héher, 
denn bei hoher. Der Unterschied in der Verwertung der Heuenergie war 
wohl hier ein geringer, und diese Tatsache einerseits, die betrichtliche 
Nutzbarkeit der Energie des Rauhfutters bei hoher Temperatur andrer- 
seits riicken den Standpunkt hervor, daB in den Bedingungen der niitz- 
lichen Wirkung des physiologischen Nutzwertes des Rauhfutters die gréBte 
Rolle die Ernahrung des Kaninchens spielt — d. h. das Verhiltnis der 
im Futter aufgenommenen Energie zu dem Bediirfnisse des Tieres. Die 
Umgebungstemperatur fibt aber einen verhaltnismaBig geringen Einflu8 
aus, und ihre Rolle aéuBert sich nur insofern, als sie die oxydierende 
Tatigkeit des Tieres verstarkt und sein Bediirfnis im Nahrungsmaterial 
steigert. Wir haben schon in der ersten Versuchsserie konstatiert, daB bei 
Verabreichung einer gleichen Ration bei verschiedener Umgebungs- 
temperatur die Verwertung der umsetzbaren Energie des Heues sich in 
strenger Abhingigkeit von dieser letzteren befindet. Jetzt ist es uns ver- 
standlich, daB diese Erscheinung hauptsichlich nur deshalb stattfand, 
weil die verschiedene Umgebungstemperatur einen betrichtlichen Unter- 
schied in der Ernahrung des Kaninchens hervorrief und dieser Faktor 
eine pravalierende Wirkung auf die Verwertung der umsetzbaren Energie 
des Heues ausiibte. Jedenfalls weist der letzte Versuch mit dem Kaninchen D 
darauf hin, da8 eine hohe Temperatur einer ansehnlichen Verwertung 
des Rauhfutters nicht hinderlich ist, wenn nur der Nahrungsbedarf des 
Kaninchens gréBer als der physiologische Nutzwert des Heues ist. Mit 
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anderen Worten, bei gleicher Ernahrung des Kaninchens ist die Ausnutzbarkeit 
der Energie des Heues bei hoher Temperatur nur etwas geringer als beiniedriger. 


Versuche mit einem hungernden Kaninchen. 

Zuletzt wollen wir die Ergebnisse noch zweier Versuche bei 0° und 
bei 30° C anfiihren, die an einem hungernden Kaninchen B angestellt 
wurden. Jeder Versuch dauerte 6 Tage; die ersten 3 Tage hungerte das 
Kaninchen, die letzten drei bekam es taglich 50 g von demselben Heu, 
das in den friiheren Versuchen verabreicht wurde. Das Heu wurde mit 
150 ccm kochenden Wassers begossen und nach der Abkiihlung dem Ka- 
ninchen vorgelegt. Wiahrend der mittleren 4 Tage des Versuchs, d. h. 
2 Tage des Hungerns und 2 Tage der Fiitterung mit Heu, wurde das Ka- 
ninchen in den Respirationsapparat zur Bestimmung der Menge der aus- 
geatmeten CO, gestellt. Die Resultate dieser Versuche sind in folgender 





Protokolltabelle angefiihrt. 



































Kot Harn CO, 2 
inder ¥J < 
Luft- mit Respi- Se 
Frisch troo,.|Menge ol N Cc Cal. ration | ™ 
ry g cem  cem g 8 g g 
I, Versuch. 0°C, 
Okt. 28 Hunger 5 | 4,5] 58 200 0,937 1455 
29, » — =] 40 200 1,362] 1,728 yohgo™'| 39,0 | 1376 
30. ‘ — —] 66 200 08535 7.0.78 f21,600] 36,5 1330 
pr.g Koh- 
lenstoff 
Pro Tag — —| 547 1,050, 0,864 12,5 37,7 | 
Okt. 31. 50g Heu 72 «3! 71 300 0,710 43,0 | 1253 
+ | 2.151 16.347 
150 ccm Wasser N:C on 
Nov. l. i 99 35] 106 300 1,200 | vie 41,0 | 1257 
2. o 84 32] 95 300 1,120 1198 
pr.g Koh- 
lenstoff 
; Pro Tag 85 | 32,7] 90,7 1,010 1,131 7,6 42,0 
j Versuch. 30°C. 
r Nov. 10. Hunger — | —] 43 150 0,790 1295 
11. me — —]| 92 150 0,481 Vine, ance: | 23,0 | 1323 
12. ‘a —  —| 124 300 0,931 f1:0,73 J11,455| 21,0 | 1205 
pr. g Koh- 
lenstoff 
Pro Tag = — |} 863 0,734. 0,536 11,1 22,0 
Nov. 13.) 50 g Heu | 38 29,8} 68 | 300 0,400 31,0 1188 
150 an Gisids 
14. . 45 | 33,0] 153 | 300 0,585) 1,094 ) . 6...) 33,0 1162 
15. . 37 | 32,0] 90 300 0,467fi:104f ” 1146 
pr. g Koh- | 
lenstoff 
Pro Tag 40 31,6) 103,7 0,484 0,503 7,0 32,0 
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Der chemische Bestand des Heues ist schon friiher angegeben; die 
Zusammensetzung der Trockensubstanz der Exkremente und der Warme- 
wert derselben waren folgende: 





Menge der Organische . Kohblen- Verbrennungs- 
Trockensubstanz Stoffe Stickstoff — gtoff wirme pro g 
"lo a "lo %o "lo cal. 
I, Versuch 91,90 30,05 92,90 1,35 46,12 4490,9 
II. - 91,98 29,07 92,95 1,22 46,11 4514,0 
Durchschnitt 29,6 92,72 1,28 46,12 4502,4 


Da die Schwankungen der Exkrementmenge in beiden Versuchen 
wie auch des Bestandes derselben unbedeutend waren und unzweifel- 
haft durch Mangel in der Technik der Versuche hervorgerufen wurden, 
so wollen wir zur Vermeidung iiberfliissiger Ungenauigkeiten in unseren 
weiteren Berechnungen fiir beide Versuche mittlere GréSen wie fiir die 
Menge der Exkremente, so auch fiir ihre Zusammensetzung benutzen. 
Wenn wir die ermittelten GréBen fiir die Exkremente aus den betreffenden 
Zahlen fiir das verabreichte Heu abziehen, so erhalten wir die Menge der 
verdauten organischen Stoffe, wie auch den Energiegehalt desselben. 

ische . .ohlen- ‘ 
50 g Hou = 44,94 g ——— Stickstoff — Energie-Inhalt 

Trockensubstanz 41,91 g 0,566 g 20,334 g 198,78 Cal. 
Exkremente = 29,6 g 

Trockensubstanz 27,44 g 0,379 g 13,651 g 133,27 Cal. 


Verdaut 14,47 g 0,187 g 6,683 g 65,48 Cal. 





Der physiologische Nutzwert des Heues. 


Zur Bestimmung des physiologischen Nutzwertes des Heues mu8 
man aus der Energie des verdauten Stoffes die Energie im Harn abziehen. 
Aus der oben angefiihrten Protokolltabelle geht hervor, da8 der Energie- 
gehalt des Harns in dem Versuche bei 0° 8,59 Cal., bei 30° 3,52 Cal. be- 
triigt. Nach dem Beispiele der friiheren Versuche korrigieren wir diese 
Energie, indem wir die aus dem KoérpereiweiB entstandene Stickstoff- 
menge des Harns in Betracht ziehen und, wie friiher, den Faktor 7,45 Cal. 
fiir 1 g des Stickstoffs annehmen. Die unten angefiihrte Tabelle des Stick- 
und Kohlenstoffumsatzes zeigt, da8 in dem Versuche bei 0° bei Verab- 
reichung des Heues das Kaninchen aus dem Kérper 0,823 g Stickstoff, 
bei 30° 0,297 g verlor. Also kommen dem zerfallenen EiweiB des Kérpers 
im ersten Versuche 6,13 Cal., im zweiten 2,21 Cal. zu. Somit bleiben fiir 
das Heu im ersten Versuche bei 0° 2,46 Cal. Energie im Harn, im Versuche 
bei 30° 1,31 Cal., im Mittel 1,88 Cal. nach. Indem wir diese GréBe aus der 
Energie des verdaulichen Teiles des Heues abziehen, finden wir den phy- 
siologischen Nutzeffekt des Heues, der 63,60 Cal. oder pro Gramm der 
verdauten organischen Substanz 4394 Cal. gleicht. 

Wollen wir jetzt betrachten, wie diese Energie des Heues bei nied- 
riger und bei hoher Umgebungstemperatur ausgeniitzt wird. Zu diesem 
Zwecke berechnen wir den Stick- und Kohlenstoffumsatz und die Menge 
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des zersetzten EiweiBes und Fettes beim Hungern und bei der Heu- 





fiitterung. 


Einnahme und Ausgabe von Stickstoff und Kohlenstoff pro Tag. 


























Aufnahme Abgabe g 
g Stickstoff Kohlenstoff 
ick- . . ; in der : | 
ssa star | it | ae |Sume empath Kot) Sue 
I. Versuch. Hunger 1,050 — 1,050] 10,282 0,864 — 11,146 
0° Cc. 0,566 20,334]1,010 0,379 1,389 | 11,454 1,131 13,651 26,236 
il. Versuch. Hunger [0,734 — 0,734) 6,000 0,536) — 6,536 
30° C. 0,566 20,334/0,484 0,379 0,863 | 8,727 0,503 13,651 22,881 
Verlust an Protein und Fett pro Tag. 
Gewinn an Kohlen- 
rien Ent- stoff Ent- a, 
Gewinn an sprechen- - : sprechen- | Gewinn 
Stickstoff des EiweiS | Eiwei8-C | des Fett | Eiwei8 
N < 6,0 [Insgesamt abgezogen] © < 1,3 | und Fett 
Als Fett in Cal. 
g x g 8 g 
I. Versuch. | Hunger — 1,050 — 6,30|— 11,146 — 7,836| — 10,18|— 12,62 
0° C. Heu — 0,823 — 4,94) — 5,902 — 3,307] — 4,30, — 69,01 
II. Versuch.| Hunger — 0,734 — 4,404] — 6,536 — 4,221] — 5,49) — 77,26 
30° C. Heu — 0,297 — 1,782] — 2,547 — 1,612} — 2,10) — 30,11 











Aus den angefiihrten Zahlen ersehen wir, dafs beim Hungern die 
Energie des Zerfalles des KérpereiweiBes und Korperfettes bei 0° 132,62 
Cal., bei 30° 77,26 Cal. betrigt. In beiden Fiillen iiberwog das Bediirfnis 
des Tieres im Nahrungsmaterial die Menge des physiologischen Nutz- 
werts im Heu bedeutend, nimlich bei 0° betrug die aufgenommene Energie 
im ganzen gegen 48%, bei 30° 82% des gesamten Bedarfs des Tieres, 
Und dennoch bestand ein wesentlicher Unterschied zwischen der Ver- 
wertung der umsetzbaren Energie des Heues bei 0° und bei 30°. Wahrend 
die Gabe von 50 g Heu die Zersetzung des EiweiBes und des Fettes bei 
0° C bis auf 69,01 Cal. herabsetzte, bewirkte sie bei 30° eine Abnahme 
bis auf 30,11 Cal., d. h. die niitzliche Wirkung des Heues betrug im ersten 
Falle 63,61 Cal., oder 100%, im zweiten 47,15 Cal. oder 74,1°% des gesamten 
physiologischen Nutzwertes. Hier konstatieren wir vor allem die Tat- 
sache einer vollen Verwertung derjumsetzbaren Energie des Rauhfutters, 
die das Rubnersche Gesetz der isodynamen Vertretung der Niahrstoffe 
im vollen Umfange bestatigt. Wir beobachten hier ferner denselben Unter- 
schied in der Ausnutzung der Energie des Heues im Zusammenhang mit 
der Umgebungstemperatur, der sich in den vorigen Versuchen mit dem 
Kaninchen D auferte. Es tritt hier wohl in den Ernaihrungsbedingungen 
des Kaninchens B bei 0° und bei 30° wieder ein recht wesentlicher Unter- 
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schied ein, gleich wie dies in den Versuchen mit dem Kaninchen C der 
Fall war, aber hier konnte dieser Unterschied keinen geniigend merk- 
lichen EinfluB ausiiben, da die GréBe des EiweiB- und Fettzerfalles der 
Gewebe, wie bei 0°, so auch bei 30° die Menge der umsetzbaren Energie 
des Heues bedeutend iiberwog. Dennoch war es von Interesse, einen Ver- 
such mit einem hungernden Kaninchen bei hoher Temperatur anzustellen, 
indem man ihm so viel Heu verabreicht, daB der physiologische Nutz- 
wert nicht mehr als 50% des Bediirfnisses des Tieres beim Hungern be- 
triigt, wie dies in unserem Versuche bei 0° C der Fall war. 

Indem wir ferner den Verwertungskoeffizienten des Heues bei 30° 
vergleichen, die wir in dem Versuche mit dem Kaninchen D und dem 
hungernden Kaninchen B erhalten, miissen wir auf folgende Erscheinung 
unsere Aufmerksamkeit lenken. Trotzdem das Nahrungsbediirfnis bei dem 
hungernden Kaninchen B bedeutend gré8er als bei dem Kaninchen D war, 
steigerte sich der Verwertungskoeffizient des Rauhfutters nur sehr un- 
bedeutend. Dieser Umstand gibt einigen AnlaB zu der Vermutung, 
daB bei hoher Umgebungstemperatur eine Grenze in der Verwertung 
der umsetzbaren Energie des Rauhfutters existieren muB, daB die letztere 
sogar dann nicht vollstandig verwertet wird und ein Teil derselben fiir 
das Tier verloren geht und nur die Warmeproduktion steigert, wenn 
die Zufuhr dieser Energie viel geringer als das Bediirfnis des Organismus ist. 

Zum Schlusse gruppieren wir die von uns erhaltenen Resultate der 
Verwertung des physiologischen Nutzwertes des Heues durch die Kaninchen 
in eine Tabelle. In den ersten drei vertikalen Reihen sind die Mengen 
der von den Tieren aufgenommenen umsetzbaren Energie des Futters, 
das Nahrungsbediirfnis der Tiere und das Verhiltnis dieser beiden GréBen 
angefiihrt. In den zwei letzten Reihen ist die Nutzwirkung oder der Pro- 
duktionswert des Heues in Cal. und in % des gesamten physiologischen 
Nutzwertes desselben angegeben. 





Verhaltnis Nutzbarkeit 
d. Zufuhr reine um- 


Zufuhr Bedarf zum Be- | _setzbare 
darf 1:100|Energievom = 9/, 
eu 


Cal. Cal. %p Cal. 


Versuche bei 0° C. 


Kaninchen A 116,30 | 138,47 | 84 34,22 88,7 
o” C 161,43 180,12 90 31,16 71,0 
” D 119,45 | 148,80 80 28,82 | 72,8 
es B . 63,60 132,62 48 63,61 100 

Versuche bei 30° C. 

-. A 116,30 | 105,80 110 16,69 43,3 
2 Cc 121,62 104,11 117, |_)—s(:14,07 33,6 
- D 64,25 71,66 89 31,96 67,8 
»» B 63,60 | 77,26 82 | 47,15 74,1 
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Aus dieser Tabelle ergibt sich vor allem die recht wichtige Folgerung, 
namlich, daB das Rubnersche Gesetz der isodynamen Vertretung seine 
wiiltigkeit auch bei der Fiitterung mit Rauhfutter behilt, aber unter der 
Bedingung, wenn die Menge der physiologischen nutzbaren Energie des 
Rauhfutters im ganzen nur ungefihr die Hialfte des gesamten Nahrungs- 
bedarfs des Tieres ausmacht, und wenn das Tier sich bei niedriger 
Umgebungstemperatur befindet. 

Es 14Bt sich noch nicht mit Bestimmtheit sagen, ob das Gesetz der Iso- 
dynamie sich auch bei hoher Temperatur beobachten laBt. Die Versuche 
zeigen nur, da bei hoher Umgebungstemperatur, wenn auch der physio- 
logische Nutzwert des Rauhfutters im ganzen ungefihr 80%, des Bedarfs 
des Tieres betriigt, die Nutzbarkeit dieser Energie nicht 70% iiberragt. 

Unsere Versuche zeigen auch, daB man in der Verwertung der um- 
setzbaren Energie des Rauhfutters die erste Rolle dem Verhiiltnis der Menge 
dieser Energie im Futter zum Bediirfnisse des Tieres anweisen muB, und 
daB die Umgebungstemperatur eine untergeordnete Bedeutung hat. Wenn 
nur der physiologische Nutzwert vom Futter geringer ist als der Bedarf 
des Tieres, so kann die Verwertung betriichtliche Dimensionen auch bei 
hoher Temperatur erreichen. Aber doch war in allen Versuchen bei gleicher 
Ernahrung des Kaninchens der Produktionswert. des Rauhfutters bei 
niedriger Temperatur etwas gréBer als bei hoher. 


Anhang. 


I. Tabelle. 
I. Serie. Kaninchen A. 


I. Versuch, 20° C, 














. Harn Respira- 3 s 
mit CO, 2 5 
Wrisch| Natal cont |eeer| | — | Oa ; 
Tor 1 | ; _| com 4 are = « g 
I. Periode 
Sept.2l.}] 23 | 12 | 8, — | — | — 1320 
2/ 9 70] 7 — = — | — 1297 
23.| 12 90] 118 400 0,980 0,728 1310 
24.) 12 85] 88 300 0,612), oog 1257 
25. 13 | 11,0] 85 300 0,708 f” 30,5 1257 
26.) 14 120] 100 400 1,092}, 2 com 1246 
27.| 8 8,0] 88 300 0,645 J’ 13,039 | 31,0 1202 
28.) 16 | 12,7} 102 400 0,928 \, 49) 1220 
29. 11 95] 103 300 1,032 J” 1190 





394 W. Ustjanzew und G. Bogajewski: 





K [+ 42 
- Harn Respire-| 4 C 
~ espira- © .2 
é 7 CO: 8 e 
mit 2 
Luft- |Menge spul- N Cc So 
Frisch tcoaben a hn mil Cal. 
ccm gz 4 a : _& L 
Prog Koh- 
lenstoff 
ProTag| 12,3| 10,1 | 98,0 0,857 0,606 10,1 | 30,8 
II. Periode 
Sept.30.} 42 | 33,0] 67 | 300 0,774 — 1167 
Okt. 1.] 57 | 395] 81 | 300 0,723; — 1210 
2.) 79 | 44,0] 142 300 | 0,778 |), ang 38,0 1210 
3.| 41 | 30,5] 88 300 0,708 J” 1192 
4.} 67 40,0] 85 | 300 0,708 a 38,0 1205 
6] 57 38,0] 90 500 0,774 }, oI “Osi 1224 
6.| 62 40,6] 96 350 0,587 Jf” | 13387 1201 


7.| 62 424] 76 300 0,579 | 1180 





8. 61 41,2 90 350 0,570 f mes 1195 
Prog Koh- 
lenstoff 
Pro Tag] 58,7 88,8 | 95,3 0,672 0,808 7,0 88,0 
II. Versuch. 0° C, 
I. Periode 
Okt. 11. 34 17 -- os -— 1340 
12. 7 6 — — — 1225 
13.} 23 15 100 300 = 0,903 1195 
14. 14 9,0 123 300 =—s-1,115 ir 877 1170 
15.} 11 7,5 98 300 0,900 {°’ 37,8 |1154 
16.] 18 102] 116 | 300 1,683 20 com : 1147 


lo >) 
17.) 14 70] 109 300° 1,490 2.00) onsey. | 40,2 1005 








18} 24 128] 100 | 300 1,290 )o 31) 1087 
19.} 19 10,5] 100 400 1,711 { 1082 
20. 140 500 1,870 1,390 
Prog Koh- 
ProTag} 16,7 9,5 | 111,4 1,437 1,125 "10:8" | 39,0 
II. Periode; 
Okt. 20.] 85 40,5 — ~~ = 1012 
21.) 79 37,0] 90 350° 1,218 975 
22.1 76 29,0] 100 300 1,347 42,8 | 955 
23. 95 420] 86 350 1,662 }, 44, 41,6 939 
24. 90 | 40,0] 74 | 350 1,307 J” 910 
25.1 91 | 37,4] 115 | 300 1,089 lo 570{ 20ecm| 41,0 925 
26.1102 | 44,5] 72 | 300 1,134 f°” 0,7024 887 
27.| 94 | 39,6] 75 | 400 0,028 ), ...,4 21,072 865 
28.| 92 41,0] 80 300 1,148 f°" 855 
Pro g Koh- 
| lenstoff 











Pro Tag} 78,2] 39,0 | 83,7 1,211 1,289 82 41,8 
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IIT. Versuch. 30° C. 











Kot Re- ‘+ 
_ tion c 4 
, . |Menge i- N Cc co oo 
Frisch an Spal Cal. 3 | 
a rocken —~ yr g g ‘ : g 
I. Periode 
Nov.16.] 25 24 — — — 
17.| 9 8.5} 57 200 | 0,720 1285 
18.| 18 17,0 | 27 200 0,520 1262 
19.} 15 | 13,0] 30 150 | 0,686 1240 
20.) 5 4,5] 65 | 100 | 0,665 \ 97 31,5 1223 
21.} 10 9,5 | 35 150 | 0,470 f°’ 1233 
22.) 6 54—- — — \20com: 1233 
23.| 17 14,6 1f 85 200 1,260 | 1,373 $ 0,6378 
2.) 9 82] 25 200 | 0,375) J12,759 1210 
25.) 5 4,5 — |- Nou 29,5 1236 
26.| 16,5 14,5 1/120 300 f1,320\f’ 1300 
Prog Koh- 
Senntedl 
Pro Tag} 10,4 9,3] 45,0 0,597 0,484 9,3 30,5 
II. Periode 
Nov. 27.} 46 30,0} 22 200 0,490 1215 
28.| 62 42,0} 36 250 0,675 1245 
29.} 62 41,6] 88 300 0,735 127 
30.| 57 39,5 | 110 | 200 | 0,550 |, 632 1256 
Dez. 1.| 50 37,41 75 300 0,666 J” 1260 
, ‘ in P 20 ccm: ~~ 
2.173 380] 65 300 0,405 1s son 03902 | 42,0. 1265 
3.1 49 385] 57 300 0,690 "| 9906 1255 
4.| 50 36,5 |), .- = 38,0 1254 
5.156 4201f' 300 1,040 fb78? 1315 
6.| 59 41,4 |) Ly 693 39,0 1290 
7.] 45 38,6 1/145 , 400 | 1,340 f°’ 1280 
X. Dez. 
Prog Koh- 
lenstoff 
Pro Tag} 55,4 38,7 | 73,4 0,586 0,746 13 39,2 














396 W. Ustjanzew und G. Bogajewski: 


II. Tabelle. 


2. Serie. Kaninchen C. 


I. Versuch. 0°C. 


























igs Harn Re- as 
g pire FE 
mit l > “© 0 
Bs Y ‘ % Q ~ 
Frisch) Latt,| Menge) spa.) N | C | gy | 0% | % 
a ccm _ecm 4 g g g 
I. Periode 
Jan. 10.} 36 24 145 
ll.| & 3,5 160 1733 
12.] 10,0 137 350 =—-:1,505 1690 
13.} 11,5 108 300 =1,170 1674 
14.} 15,5 150 300 =1,665 $2,815 53,5 1680 
15. | 20,0 100 300 =-1,305 | 1627 
16.; 8,0 $81,0 128 300 =1,425 f 20 cem: 1622 
17.} 10,0 105 300 1,507 /$2,8754 0,6900 | 50,5 1610 
18.} 16,0 110 300 1,425 | | 31,05 1607 
19.} 10,5 115 300 1,455 1598 
20.| 12.5 105 300 =1,200 $3,049 51,5 1595 
21. 130 300 =—:1,896 j 
or. g Koh- 
"acted 
Pro Tag} 12,7 9,0 | 116,8 1,450 0,971 10,8 | 51,8 
II. Periode 
Jan. 21.} 83 1575 
22.} 86 130 300) s-:1,215 1566 
23. | 67 160 300 =1,380 Sa 
24.| 60 116 300 =: 1,020 10 cem: 1560 
25.1 80 403,7 190 350 =1,780 ao 0,4127 | 58,0 1534 
26.| 65 150 300 1,236 j 39,212 1540 
27.| 60 145 300 =:1,203 10 ccm: 1540 
28.| 76 150 300 = 1,433 oo 0,3695 | 58,8 | 1535 
29.}| 67 150 300 = =1,239 J 33,258 1537 
30. | 80 145 300 1,512 ) 1525 
31.] 52 , 145 300 =1,185, j2892 56,0 1525 
. @ Koh- 
vrenstotf 
Pro Tag| 70,6 | 36,7 | 148,9 1,326 1,401 8,7 57,6 











Verwertung d. Rauhfutters in Beziehg.zur Umgebungstemperatur usw. 397 


II. Versuch. 30° C. 
































K ) a : 
- Harn Re Ts 
g spira- & 9 
M ar | N | C co, 8é 
; . |Men Spiil- ’ ‘ 
Frisch Rt - ame | Cal. a ” 
: ts ccm com __ 4 wi g_ a | g GS pa . 
Febr.27| 5 | f 
ebr. 27. \ 1664 
98! 10 . f 85 300 | 1,233 1598 
29) 8,5 ‘. | 1555 
Marz 1,| 10,0 ‘Rell Hiand teens 1630 
2) 9.5 Lios 300 | 1,508 33,2 1565 
3.) 7,6 J —_ 
4} 90 (7181 90 — 200 | 0,720 33,5 1585 
5.1 12 50 | | 20 ccm: 1558 
6.) 9 on 500 | 2,240 20 0,7669 | 30,5 1538 
7.) 11 120 j 19,172 —_ 
pr. g Koh- 
lenstoff 
ProTag} 95 | 9,0 | 64,5 — 0,744, 0,687, 9,3 | 32,4 | 
II. Periode | 
Marz 8.) 42 130 250 | 1,280 1535 
9.) 50 60 200 | 0,481 | 1520 
10.) 52 120 300 | 0,681; 1570 
11.j 48 120 300 0,699 40,5 1570 
334,8 
12.) 45 34 80 300 | 1,116 $3,964 | 20ccm: 1585 
13.) 52 75 0,743} 405  — 
14.5 48 165 350 1,260 48,295 ~_ 
15.| 50 80) 355 }1,850 1538 
16.) 48 60 1,423 1545 
| pr. g Koh- | 
| | lenstoff 
Pro Tag] 48,3 37,2 | 96,7 0,749 | 0,969 | 83 40,5 | 
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Versuche mit Kaninchen D. 


I. Versuch. T. 0° C. 


























Kot - ln 
g Harn A. ad He 
mit ———| tion 18 e 
Frisch , Luft Menge spul- N © Cal. CO, - 
nabene cem — g .: a ig 
I. Periode a eee a a ie | 
Jan. 31.) 14,0, 11,0] 130 | 300 0,980 1690 
Febr. 1.) 6,5 6,0] 160 | 300 | 0,911 (1617 
2.) 20,5 125 | 300 | 0,885 1564 
3.) 12,5 120 | 300 | 1,026 1532 
4.| 16,0 98 300 | 0,750 42,8 1520 
5.) 9,0 140 | 300 | 1,352 | '1530 
6.) 16,0 (82,0 | 110 | 300 | 1,203 | 1485 
7.) 12,5 118 300 | 1,318 | 2000 30,951 | 43,5 1465 
8.) 13,0 135 , 300 | 1,964 1460 
9. 12,0 120 300 | 1,628 | 1415 
10.| 19,0 145 | 300 2008 |} 2515 30,102 | 418 |1390 
| | Prog Koh- 
| | lenstoff 
Pro Tag] 14,5 9,1 | 125,6 1,628 | 1,083 11,8 | 42,5 
II. Periode 
Feb. 11.| 92 120 | 300 | 1,752 | 1340 
12.] 90 130 | 300 | 1,239 | 1330 
13.} 72 125 | 350 | 0,951 | 1315 
14.] 82 150 | 350 | 0,951 48,0 1350 
15.] 86 155 | 350 Laid Isa 34,492 1335 
16.] 85 |$399,3] 135 | 350 1,153 1290 
17.) 84 | 115 | 300 0,840 |) 47,5 1290 
18.| 90 150 | 300 | 1,371 $3,582 | 30,465 1290 
19.| 74 | 130 | 300 1,167 1208 
20.| 80 110 | 300 | 0,911 48,6 1272 
21.} 80 | 155 | 350 1,340 
| Prog Koh- 
| lenstoff 
Pro Tag} 83,2 86,3 | 137,5 1,143 | 1,236 | 8,7 | 48,0 
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II. Versuch T. 30°C. 























Kot hl 
Ham Respi- 2S 
& oe , ration 3S 
Mit | 0. o 
Frisch luft- Menge Spiil- | N C Cal ‘ s Oo 
Fise trocken wasser | =. 
ee ee eee YU a s | 8 
I. Periode a oe a 
Marz25. 8 65 | 
26. 3 — 1500 
27. 7,0 55 J 300 0,850 _— 
28.) 0,8 90 1490 
29. 9,0 30 1,490 
30.] 11,0 70 j 350 =—s-:1,486 1460 
31.] 2,0 ¢ 38,0] 80 ) 
April 1.] 7,0 105 {350 | 1,344 ' 21,0 | — 
2. 3,0 80 | 200 0,515 RAGS | 719,900 
3. 6,0 105 | 200 | 0,600 19,0 1380 
Prog Koh- 
lenstoff 
ProTag| 5,5 5,4] 80,0 0,568 0,565 8,1 20,0 
II. Periode 
April 4.] 36 55 1335 
5.| 35 75 J 300 0,720 1410 
6.{ 33 130 300 | 0,737 
7.) 34 105 200 | 0,366 
8} 32 75 3,172 22,848 
9.} 31 381.6 100 J 300 0,835 | 27,5 1400 
10.| 34 |[~” | 105 | 200 | 0,496 , 
ll.}| 35 95 | 200 | 0,514 25,0 
12.] 31 65 | 1365 
13.} 30 80 300 0,920 }5,018 35,052 a 
14.} 38 120 aT 27,5 1390 
15.| 35 105 {400 1,090 os 
Prog Koh- 
lenstoff 
ProTag| 33,7 31,8] 94,4 0,469 0,910| 7,1 2,66 








Uber die Regulierung der physikochemischen Eigen- 
schaften des Blutes nach Injektionen von verschiedenen 
Lésungen. 


Von 
G. Buglia. 
(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Neapel,) 
(Eingegangen am 12. August 1908.) 
Mit 14 Figuren im Text. 


I. Ziel der Untersuchungen. 


Von den wichtigsten Untersuchungen aus jiingster Zeit 
iiber die Zusammensetzung des Blutes nach intravendsen In- 
jektionen salzhaltiger Lésungen sind die Arbeiten von Dastre 
und Loye’), von Grosglik*) und von Loeper*) zu erwahnen, 
die mit den Fliissigkeiten des Organismus isotonischen Lésungen 
experimentierten; ferner die Untersuchungen von Hamburger‘), 
von Achard und Loeper’) und von Ouschinsky*) mit hyper- 
oder hypotonischen Lésungen. 

Durch Injektionen von isotonischen Lésungen wollte man 


1) A. Dastre und P. Loye, Nouvelles regherches sur |’injection 
de Yeau salée dans les vaisseaux. Arch. de Physiol. norm. et pathol. 
1889, 253, 285. — Le lavage du sang. Ibid, 1888, 93. 

2) A. Grosglik, Contribution 4 l'étude dela pléthore hydrémique. 
Arch. de Physiol. norm. et pathol. 1890, 704, 713. 

3) M. Loeper, Les diluitions du sang. Journ. de Physiol. et de 
Pathol. génér. 5, 79, 94, 1903. 

*) H. J. Hamburger, Osmotische Verhaltnisse des zirkulierenden 
Blutes unter verschiedenen experimentellen Eingriffen. Zeitschr. f. Biol. 
27, 259, 1890. 

5) M. Loeper, Mécanisme régulateur de la composition du sang. 
Paris 1903. 

*) Ouschinsky, De l’injection dans le sang de solutions hyper- 
toniques. Soc. des médecins de Varsovie 1903, Soc. 13 Déc. 

















G. Buglia: Regulierung physiko-chem. Eigenschaften d. Blutes usw. 401 


erkennen, welche Mechanismen der Wasserregulierung des Orga- 
nismus in Tiatigkeit treten, wenn letzterer sich in einem Zu- 
stand von hydramischer Plethora befindet. Durch hyper- und 
hypotonische Injektionen suchte man vor allem festzustellen, 
welche Zeit dazu erforderlich ist, daB die nach der Injektion 
rasch veranderte Konzentration der Salze, mithin der gesamte 
osmotische Druck des Blutes zu normalen Bedingungen zuriick- 
kehrt. Man studierte die Schwankungen der Verdiinnung des 
Blutes, indem man sowohl direkte Bestimmungen des Wasser- 
gehaltes ausfiihrte als auch das Albumin im Serum quantitativ 
bestimmte oder sie aus der Zahl der roten Blutkérperchen oder 
aus dem Verhiltnis zwischen dem Volum der letzteren und 
der fliissigen Masse einer gegebenen Menge Blut folgerte. Die 
Schwankungen der Konzentration der Salze wurden festgestellt 
sowohl vermittels der chemischen Analyse als auch indirekt 
durch Bestimmung des Gefrierpunktes. 

Obgleich die SchluBfolgerungen, zu welchen die verschiedenen 
zitierten Autoren gelangten, miteinander ibereinstimmen, habe 
ich es doch nicht fiir iiberfliissig gehalten, diese Untersuchungen 
wieder aufzunehmen. Dabei wollte ich einerseits ausfiihrlicher, 
als es bis jetzt geschehen ist, die Verainderungen des Blutes 
bis zur Riickkehr der normalen Bedingungen verfolgen; andrer- 
seits schienen Experimente, die ich zu verschiedenen Zwecken 
in unserem Laboratorium zu machen Gelegenheit hatte, einige 
von den Resultaten dieser Autoren nicht immer vollstandig zu 
bestatigen. Dazu kam der Wunsch, einige von den physiko- 
chemischen Methoden zu verwenden, die bei diesen Unter- 
suchungen noch nicht zur Anwendung gekommen waren. 
Wahrend ich so in verschiedenen Zeitintervallen nach Injektion 
einer hyper- oder hypo- oder isotonischen Lésung die Schwan- 
kungen der molekularen Konzentration des defibrinierten Blutes 
vermittels der kryoskopischen, die Schwankungen des unter 
normalen Verhaltnissen zwischen den Blutkiigelchen und dem 
Plasma bestehenden Verhiltnisses vermittels der hamatokritischen 
Methode zu bestimmen suchte, fiihrte ich gleichzeitig am Blut- 
serum Bestimmungen der elektrischen Leitfaihigkeit und der 
Viscositat aus. 
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II. Experimentelle Technik. 


Nach Entnahme einer ersten Probe normalen Blutes aus 
einer Arterie des Tieres injizierte ich direkt in die dieser Arterie 
entsprechende Vene eine hyper-, iso- oder hypotonische Fliissig- 
keit; in verschiedenen Zeitintervallen wurden dann neue Blut- 
proben derselben Arterie entnommen. LEinen Teil dieses Blutes 
lie3 ich im geschlossenen GefaB gerinnen, wahrend ich einen 
anderen Teil defibrinierte. Das aus den Proben von geronnenem 
Blut gebildete Serum diente mir zu den Bestimmungen der 
elektrischen Leitfihigkeit und der AusfluBzeit, das defibrinierte 
Blut zur Bestimmung der molekularen Konzentration und zur 
haimatokritischen Untersuchung. Bei einigen Experimenten 
wurde auch der von dem Tier vorher, wahrend des Experi- 
mentes und nach demselben entleerte Harn aufgefangen und 
davon der Gefrierpunkt, die elektrische Leitfahigkeit und die 
Ausflu8zeit bestimmt. Als Versuchstiere wahlte ich erwachsene 
Hunde von groBem Kérpergewicht (15 bis 20 kg), die einige 
Tage im Laboratorium blieben und seit vielen Stunden hungerten. 
Die ihnen bei jedem Aderla8 entzogene Menge Blut betrug 
ca. 50ccm. Das Zeitintervall zwischen einer Blutentziehung 
und der folgenden variierte nicht sehr bei den verschiedenen 
Experimenten: eine Blutprobe wurde kurze Zeit nach der In- 
jektion entnommen, eine zweite ungefihr eine Stunde nachher, 
die anderen im Abstand von 2, 4, 6, 8 und auch 24 Stunden 
nach der ersten Blutentziehung. Die Kaniilen und Schliuche, 
vermittels deren das Blut der Arterie entnommen worden war, 
wurden jedesmal sorgfaltig gereinigt und abgetrocknet. Ehe 
das fiir die Analysen bestimmte Blut aufgefangen wurde, lieB 
ich zuvor eine kleine Menge Blut abflieBen. 

Wiahrend des Experimentes war das Tier auf dem Fixations- 
apparat unbeweglich gehalten, und ich trug Sorge dafiir, es in 
wollene Tiicher einzuhiillen, damit es sich nicht erkaltete; wenn 
ich jedoch eine Blutprobe lange Zeit nach Beginn des Experi- 
mentes (24 Stunden) entnahm, lie8 ich das Tier in den letzten 


Stunden frei. 
Die von mir injizierten, bis auf eine Temperatur von 37° C 


erwarmten Fliissigkeiten waren Lésungen von Chlornatrium 
und Trinkwasser; bei einigen Versuchen verwendete ich auch 
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Lésungen von Rohrzucker, um den EinfluB der Anelektrolyten 
zu erkennen. Von diesen Fliissigkeiten waren der Gefrierpunkt 
und die elektrische Leitfahigkeit bekannt. Das Volum der in- 
jizierten Lésung war im Verhaltnis zum Gewicht des Tieres 
verschieden, und zwar wurde bei jedem Experiment das Ver- 
haltnis von 10 ccm pro Kilogramm Kérpergewicht des Tieres 
beibehalten. Nur in besonderen Fillen wurde dieses Verhalt- 
nis geandert, um die allzu intensive direkte Einwirkung stark 
konzentrierter Lésungen auf die Elemente des Blutes zu ver- 
hindern oder den Einflu8 der hydramischen Plethora zu studieren. 
Da ferner aus den Untersuchungen von Dastre und Loye’) 
bekannt ist, welchen Einflu8 die Geschwindigkeit der In- 
jektion auf die Schnelligkeit ausiibt, mit welcher die Wasser- 
regulierung des Organismus nach Injektionen von physiologischer 
Lésung zustande kommt, sorgte ich dafiir, daB ich bei meinen 
Experimenten weder eine allzu groBe noch eine zu geringe 
Geschwindigkeit der Injektion beibehielt. Im Gegensatz dazu 
wurden einige Experimente wiederholt, bei denen die Geschwindig- 
keit der Injektion verschieden war. 

Was die Bestimmungen der elektrischen Leitfahigkeit be- 
trifft, die bei einer Temperatur von 37° C an dem Blutserum 
vorgenommen wurden, das ich zentrifugiert hatte, bis es hell 
war, so verwendete ich die Methode von Kohlrausch; zur 
Festsetzung der Schwankungen der AusfluBzeit (ebenfalls bei 
37° C) verwendete ich das Ostwaldsche Viscosimeter. 

Die molekulare Konzentration des defibrinierten Blutes 
wurde vermittels des Beckmannschen Apparates bestimmt, 
das relative Volumen der roten Blutkérperchen durch den 
Hedinschen Hamatokrit. 


III, Experimente. 


Die Resultate eines jeden Experimentes sind in besonderen 
Tabellen zusammengestellt. Einer jeden Tabelle ist eine gra- 
phische Darstellung beigefiigt, welche die sich aus den Werten 
ergebenden Kurven wiedergibt, die ich bei den verschiedenen 
physiko-chemischen Untersuchungen des in den verschiedenen 
Zeitintervallen aufgefangenen Blutes erhalten hatte. 


1) vide loc. cit. 
27* 
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Die in einer fortlaufenden Linie gezeichnete Kurve bezieht 
sich auf die molekulare Konzentration, die mit langen Strichen 
auf die Schwankungen der elektrischen Leitfahigkeit, die mit 
kurzen Strichen auf die mit dem Hiamatokriten erhaltenen 
Werte, die punktierte endlich auf die Bestimmungen der Aus- 
fluBzeit. 


EinfluB der Blutentziehungen. 


1. Experiment. — 21. Januar 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 10° C.) 

6 Hund von 19,300 kg Gewicht, der seit 24 Stunden 
hungert. 

9" 0’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen; 40 ccm lasse ich spontan in 
geschlossenem Gefa8 bei der Temperatur 
der Umgebung gerinnen; die anderen 10 ccm 
werden defibriniert und ebenfalls in ge- 
schlossenem Gefa8 bei der Temperatur der 
Umgebung aufbewabhrt. 


9» 30’ - Idem. 
10 30’ 2 ” 
11530’ - “ 
150’ nachmittags: _,, 
350’ om a 
540’ - - 
5b 5’ ™ Dem Tiere werden 200 ccm Blut entzogen. 
5 10’ ie Auf die schon erwahnte Weise werden 50 ccm 


Blut aufgefangen. 


Wahrend des Experimentes hat das auf dem Fixierungs- 
apparat unbeweglich liegende Tier weder Harn noch Fices 
entleert. 

Am Morgen des 22. Januar erfolgt die Bestimmung der 
elektrischen Leitfahigkeit und der AusfluBzeit des von den 
verschiedenen Blutproben gebildeten Serums; ferner wird der 
Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum des defibrinierten 
Blutes bestimmt. 

Die erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle zu- 
sammengestellt: 
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Tabelle I. (1. Experiment.) 








AderlaB. 
- Zeit Blutserum Defibriniert. Blut 
- nach dem ss — 
—1| Blut Elektrische . Er- 2 
& ersten | com _ | Leitfahig- AusfluBzeit niedri Haima- 
3 AderlaB | Serum! LZ. . eit af i 37°C des Gefrer tokrit 
ecm | meme | oBlut 37° ©) (t) a7) (e) 
l 50 -- 45 klar 152.8 | 1'34” 0°,599 42 
2] 50 0,30’ 37 aa 162,1 | 134” 0°,602 2 
3] 50 1,30’ | 42 » | 16,9 | 13474/, | 09,608 41,5 
4} 50 2,30’ 42 - | 151,4 1’ 34/1/, 0°,598 40 
. za leicht ‘a - 
5} 50 4,0 @ |e | 152,0 1’ 34 0°,597 | 40 
6] 50 60’ | 45 | ,, | 1520 | 1/3378/, | 09,593 | 39 
7} 50 8,0’ S| le 152.0 -1’331/, | 09,593 | 40 
8} 50) 8,10’ @ |. | wee i vor 0°,698 | 41 
400 (AusfluBzeit | 
| des H,O bei 
379=0 57""4/s) 











Aus den Zahlen der Tabelle und noch besser aus den 
durch sie erhaltenen Kurven ergibt sich klar, da8 die infolge 
der wiederholten beim Tiere | | 
gemachten Aderlisse aufge- | | 
tretenen physiko-chemischen wi) . 
Schwankungen des Blutes | 1 
unbedeutend sind und fast lel @ 
unbeachtet bleiben kénnen. . | 
Nach dem vierten Aderla8 | | a eS PL 
erreichen die physiko-che- “* te 4 po FE sate + 
mischen Konstanten des Fig. 1. 

Blutes und des Serums von 
neuem den normalen Wert, und alle Kurven zeigen fortwahrend 
bis zum Ende des Experimentes einen regelmaBigen Verlauf. 





On en ememen fi, 





~ 
i oll Nii ca acnteai «t 
oan 


Injektion von hypertonischen Lésungen. 
Chlornatrium. 
2. Experiment. — 12. Februar 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 11° C.) 
¢ Hund von 18,05 kg Gewicht, der seit 24 Stunden hungert. 
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9 45’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen: 40 ccm lasse ich im geschlossenen 
Gefi8 bei der Temperatur der Umgebung 
spontan gerinnen, die anderen 10 ccm werden 
defibriniert und ebenfalls im geschlossenen 
GefaB bei der Temperatur der Umgebung 
aufbewahrt. 


1050’ sd Injektion von 410 ccm einer 10°/,igen NaCl- 
Lésung in die rechte V. femoralis. 

105 20’ » Dem Tiere wird der Bauch zusammengepreBt, 
und auf diese Weise werden ca. 200 ccm 
Harn entleert. 

10% 30’ a Idem. 


10> 40’ = Beendigung der Injektion. Das Tier ist sehr 
aufgeregt und hat heftige Zuckungen; 180 
Pulsschlige in der Minute. 


105 45’ a Entnahme von weiteren 50 ccm Blut, die 
auf die schon erwahnte Weise aufbewahrt 
werden. 

11515’ - Entnahme einer dritten Harnprobe. 

1250’ “ Entnahme von 50 ccm Blut. 


2» nachmittags: Das Tier stirbt. 


Dauer der Injektion: 0° 40’. Pro Kilogramm des 


Tieres injizierte Fliissigkeit: 22,7 com. — Pro Kilogramm 
und Minute: 0,56 com. — Gramme NaCl pro Kilogramm 


des Tieres 2,27. 


Wiahrend des Experimentes lag das Tier unbeweglich auf 
dem Fixierungsapparat. Nach dem Tode wurde die Blase 
mit Harn gefillt angetroffen. Am Morgen des 13. Februar 
wurden bestimmt: die elektrische Leitfahigkeit, die AusfluBzeit 
des durch die verschiedenen Blutproben gebildeten Serums, der 
Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum des fibrinierten Blutes 
am Hiamatokrit. Gleichzeitig ermittelte ich die elektrische Leit- 
fahigkeit, die AusfluBzeit und die molekulare Konzentration 
der verschiedenen Harnproben. Die erhaltenen Werte sind 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 











‘ 
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Wahrend dieses Experimentes wurden, weil das Tier starb, 
nur drei Aderlasse vorgenommen. 1 Stunde 20 Minuten nach 
Beendigung der Injektion erhielten sich die molekulare Kon- 
zentration des Blutes und die elektrische Leitfahigkeit sehr 
hoch; auch die Werte der molekularen Konzentration sowie 
der elektrischen Leitfahigkeit der ersten wahrend der Injektion 
aufgefangenen Harnprobe waren viel héher als unter normalen 
Verhaltnissen. Die Viscositaét des Blutserums und der hima- 
tokritische Wert des defibrinierten Blutes, die infolge der In- 
jektion abgenommen hatten, hatten dagegen die Tendenz, 
entsprechend dem dritten Aderla8, wieder bis zum normalen Wert 
zu steigen. Gleichzeitig sanken molekulare Konzentration und 
elektrische Leitfaihigkeit des Harns. 

3. Experiment. — 23. Januar 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 10° C.) 

¢ Hund von 18,450 kg Koérpergewicht, der seit 24 Stunden 
hungert. 

9" 40’ vormittags: Aus der linken A. femoralis werden 40 ccm 
Blut aufgefangen: davon lieB ich 40 ccm 
im geschlossenen Gefa8 bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen; die anderen 
10 com wurden defibriniert und ebenfalls 
im geschlossenen Gefé8 und bei der Tem- 
peratur der Umgebung aufbewahrt. 


9) 45’ _ Das Tier entleert spontan 200 ccm Harn. 

9» 47’ . In die rechte A. femoralis werden 184 ccm 
einer 10°/,igen NaCl-Lésung injiziert. 

9 52’ . Beendigung der Injektion. 

10° 10’ a Entnahme von weiteren 50 ccm Blut aus der 


linken A. femoralis; sie werden auf die an- 
gegebene Weise aufbewahrt. 


11" 10’ - Idem. 
125 10’ - bs 
15 40’ nachmittags: __,, 
3 40’ = r 
5» 40’ pa Das Tier wird aus dem Fixierungsapparat 
genommen. 
24. Januar 


9" 50’ vormittags: Idem. 

















- 
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Dauer der Injektion: 0° 5’. Pro Kilogramm des 
Tieres injizierte Fliissigkeit: 10,.0ccm. Pro Kilogramm 
und pro Minute: 2,0ccm. Gramme NaCl pro Kilogramm 
des Tieres 1,0. 

Am Morgen des 24. Januar erfolgte die Bestimmung der 
elektrischen Leitfihigkeit und der AusfluBzeit des von den ver- 
schiedenen Blutproben gebildeten Serums, des Gefrierpunktes 
und des Blutkérperchenvolums des defibrinierten Blutes. Die 
erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt: 


Tabelle III. 
Injektion: 10°/,ige NaCl-Lésung. 


(3. Experiment.) 


ccm der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 10,0. 





g NaCl - _ na 1,0. 
Zeit nach Zeit nach Blutserum Defibriniertes Blut 
a dem dem ; 
E i Ernied- | 

5 meet Pr ag ecm Demar aa AusfluBzeit Fane Hima- 
= in tion in [Serum icungen keit i 37°C | Gefrier- , tokrit 

nie Stunden Stunden]|’ oBlut a ys () args “ 

klar, leicht ™ “ 

1] 50 — | — | 37,5 yosenrot 1509 | 1/32”2/,) 09,597 50 
2} 50° 0,30’ 0,18’ 42 - 184,1 1’ 23” 0°,679 | 42,5 

3] 50! 1,30’; 1,18’°] — “ 181.2 1/271/, | 0°,678 45 

4} 50 2,30’ 2,18’ | 35 “a 179,3 1’ 27"2/, | 0°,665 | 47 
5] 50'| 4,0’ 3,48’ | 32 i 179,6 1’ 28”4/, | 09,653 | 48,5 

6} 50. 6,0’ 4,48’ | 45 oo 178,1 1’ 39” 0°,649 51 

7] 50! 8,0’ 6,48’ | 35 eo | 178,3 1’ 29” 0°,663 51 

8} 50, 24,10’ 24,0’ — leicht 179,8 1’ 27” 0°,658 — 

400 pense | (AusfluBzeit 
| des H,O bei 
37°C= 
0’ 67’4/,) 











K37 der injizierten Liésung 1477,3><10—4. 


” 


5°,63. 


Bei diesem Experiment wurde die Beobachtung bis zur 


24. Stunde nach der Injektion fortgesetzt. Die Kurven der 
elektrischen Leitfahigkeit und des osmotischen Druckes stiegen 
nach der Injektion rasch an und erhielten sich auch langere 
Zeit hindurch auf einem viel héheren als dem Anfangsniveau. 




















130 ae 
fat e a 
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Die die AusfluBzeit darstel- 
lende Kurve und die aus den 


Nee au, Werten des Hamatokriten er- 


Ya a ae 
Zed nach dem ersten Adertal in Stunden 


haltene zeigen dagegen einen 
Verlauf, der im Gegensatz zu 
dem der vorigen steht; sie 


7°05" 604 : 
%, _ sinken nach der Injektion und 
m1 y* steigen dann wieder langsam 


bis zur anfanglichen Hohe. 
Die hamatokritischen 
~*~ ———~** Schwankungen und die der 
Me AusfluBzeit haben also die 


a Tendenz, in einem Zeitraum 


zu verschwinden, der viel ge- 
ringer ist als die Zeitraume, 
in denen die Schwankungen 
der elehtrischen Leitfahigkeit 
‘ und der molekularen Kon- 


Fig. 2. zentration verschwinden. 


4. Experiment. — 12.Marz 


1908. — (Temperatur der Umgebung 13° C.) 
é Hund von 24,750 kg Kérpergewicht, der seit 15 Stunden 


hungert. 


9» 25’ vormittags: Das Tier uriniert aus eigenem Antriebe. 


9» 30’ 


10> 1’ 


1155’ 
115 10’ 


1250’ 





Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen; davon lasse ich 40 ccm im ge- 
schlossenen GefiB bei der Temperatur der 
Umgebung spontan gerinnen; die anderen 
10 ccm werden defibriniert und ebenfalls 
im geschlossenen Gefé8B und bei der Tem- 
peratur der Umgebung aufbewabhrt. 


In die rechte V. femoralis werden 247,5 ccm 
einer 7°/,igen NaCl-Lésung injiziert. 

Ende der Injektion. 

Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 


entnommen und auf die erwahnte Weise 
aufbewahrt. 


Das Tier entleert eine groBe Menge Harn. 
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125 30’ nachmittags: Entnahme von weiteren 50 ccm Blut. 
2h0’ 7 Idem. 

40)’ - 
65 0’ oa - 

Dauer der Injektion: 1° 4. — Pro Kilogramm des 
Tieres injizierte Flissigkeit: 10,.0ccm. Pro Kilogramm 
und Minute 0,15 ccm. — Pro Kilogramm des Tieres 
0,7 g NaCl. 

Wahrend des Experimentes wurde das Tier auf dem 
Fixierungsapparat gehalten. Am Morgen des 13. Marz wurden 
elektrische Leitfahigkeit und AusfluBzeit des aus den ver- 
schiedenen Blutproben gebildeten Serums bestimmt. 

Das Blut, welches zur Kryoskopie und zu den hiamato- 
kritischen Bestimmungen dienen sollte, ging verloren. 


” 


Tabelle IV (4. Experiment). 


Injektion: 7 °/,ige NaCl-Lésung. 
cem der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 10,0. 








g NaCl ” ” ” — 0,7. 
= Zeit Zeit Blutserum 
2 nach dem nach dem 
rr Blut (ersten | Ende der | com Be a AusfluBzeit 
3 Aderla8 = Injektion |Serum fone keit bei 37° C 
com inStunden inStunden eBay aH eC) (t) 
1| 50 - oe 12,5 | <a 150,8 | 1 182/," 
215 | 140 )~§ 05 15 i 17,3. -111"1/, 
3} 50 | 307 12 | 125), 169,33. —-1'15""2/, 
4 50 4,30’ 2,55’ 10 ~ 165,8 1’ 17"2/, 
5| 50 | 6,30 4,55’ | 10 dl 1638 1’ 15"4/, 
6 50 8,30’ 6,55’ 5 ” 161,7 — 
| 300 (AusfluBzeit 
des H,O bei 
37° C= 
0'50"2/, 








K37° der injizierten Lésung — 1128,3><10~*. 
‘ , ” ” ” = 49,22. 


Die die Schwankungen der Viscositét darstellende Kurve 
ist bei diesem Experiment ahnlich der des vorhergehenden 
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Experimentes. Auch hier sinkt sie nach der Injektion und 
erhebt sich dann allmahlich zur Héhe des bei Untersuchung 
des normalen Blutes erhaltenen Wertes. 
Dagegen zeigt die Kurve 
| \ der elektrischen Leitfahigkeit 
of a ek einige Unterschiede: nach der 
fog.) raschen und starken anfiang- 
| \ lichen Erhebung sinkt sie gegen 
| \ die 8. Stunde fast um die 
| | \ Halfte der Héhe, zu der sie 
gestiegen war. Bei diesem Ex- 
| “Sy periment erfolgte die Injektion 
wo ira | mit einer Geschwindigkeit, die 
| 4 i weit geringer war als die beim 
ad vorhergehenden Experiment 
eingehaltene. 
5. Experiment. — 24. Fe- 
.- 
0, fe —_——;-+y3 bruar 1908 — (Temperatur der 
ee 3. Umgebung 12° C.) 
¢ Hund von 18,400 kg 
KGrpergewicht, der seit 24 Stunden hungert. 
10° 14’ vormittags: Es werden 60 ccm Harn aufgefangen, die 
das Tier aus eigenem Antrieb entleert hat. 
10 15’ Pm Der linken A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: davon lasse ich 40 ccm 
im geschlossenen GefaB bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen ; die anderen 
10 com werden defibriniert und ebenfalls 
im geschlossenen Gefi8 und bei der Tem- 
peratur der Umgebung aufbewahrt. 
108 29’ a Injektion von 184 ccm einer 5°/,igen NaCl- 
Lésung in die rechte V. femoralis. 
105 45’ sm Ende der Injektion. 
1150’ 2 Entnahme der 50 ccm Blut, die auf die 
oben beschriebene Weise aufbewahrt werden. 


12630’ nachmittags : Idem. 
2h 0’ - - 
3 0’ pe ‘ 
4" 30’ - - 
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6" 0’ nachmittags: Item. Der Hund wird von dem Fixierungs- 
apparat entfernt. 

25. Februar 

11°30’ vormittags: Der Hund muBte wahrend der Nacht 
hungern. Er hatte weder Harn noch Faeces 
entleert. 

115 32’ me Entnahme einer gewissen Menge Harn, den 
das Tier spontan entleert hat. 

Dauer der Injektion: 0°16’. — Pro Kilogramm des 
Tieres injizierte Fliissigkeit: 10,.0ccm; Pro Kilogramm 
und Minute: 0,63 ccm. Gramme NaCl pro Kilogramm 
des Tieres: 0,5. 

Am Morgen des 25. Februar wurde die elektrische Leit- 
fihigkeit und die AusfluBzeit des von den verschiedenen Blut- 
proben gebildeten Serums ermittelt, ferner der Gefrierpunkt 
und das Blutkérperchenvolum des defibrinierten Blutes. Gleich- 
zeitig wurden elektrische Leitfahigkeit und Gefrierpunkt des 
vor und nach dem Experiment aufgefangenen Harns bestimmt. 

Die erhaltenen Werte sind in der Tabelle V Seite 413 
zusammengefaBt: 

Obschon bei diesem Experiment die Schwankungen der 
elektrischen Leitfihigkeit und der molekularen Konzentration 
: viel groBer sind als die beim 


72 3 i 
I ? 
~~" 3. Experiment erhaltenen, so 


1s | 1 
2 | ots j 
lew] 554 | ! 
i] | ist doch die allgemeine Rich- 
} 


my} | il ati tung der Kurven bei beiden 
{ras ital f Experimenten nicht sehr ver- 
all i7f tas schieden. Auch hier steigen 
Riles mt aft sie an im Augenblick der In- 


} } \ 


| 14] ee" - jektion und erhalten sich 
ol a ; 
lasso] 


J ‘ dann auf einer langen Strecke, 
1 1") | i y bis zur 8. Stunde, auf einer 
eds)! Fa Oe Bw, oe > + gréBeren Hohe als das An: 
Fig. 4. fangsniveau; die Ahnlichkeit 
ist jedoch gréBer zwischen 

den Kurven der elektrischen Leitfahigkeit. 
Die Richtung der Kurve der AusfluBzeit und der sich 
auf die hamatokritischen Bestimmungen beziehenden Kurve 


sind bei diesem Experiment gleich denen der vorhergehenden 
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Experimente. Aus der Tabelle ersieht man ferner, daB die 
molekulare Konzentration des Blutes nach 24 Stunden den 
normalen Wert erreicht hat, wahrend die elektrische Leit- 
fahigkeit eine hohe bleibt, obgleich der Gehalt an Salzen in 
dem vom Tiere entleerten Harn zugenommen hat, wie sich aus 
den an letzterem vorgenommenen Untersuchungen beziiglich 
der elektrischen Leitfahigkeit und des osmotischen Druckes 
ergibt. 

Die Viscositat des Serums ist noch nach 24 Stunden, wie 
bei dem vorigen Experiment, geringer als die normale; diese 
Erscheinung lauft parallel mit der andauernden Erhéhung der 
elektrischen Leitfahigkeit. 

6. Experiment. — 25. Marz 1908. — (Temperatur der Um- 
gebung 14° C.) 

* Hund, 22,900 kg Kérpergewicht, hungert seit 24 Stunden. 

9" 43’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: 40 ccm: davon lasse ich 
im geschlossenen GefaB bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen; die iibrigen 
10 ccm werden defibriniert und ebenfalls 
im geschlossenen Gefa8 und oei der Tem- 
peratur der Umgebung aufbewahrt. 

9" 50’ vormittags: In die rechte V.femoralis werden 229 ccm 
einer 5°/,igen NaCl-Lésung injiziert. 


105 50’ - Ende der Injektion. 

1150’ a Entnahme von weiteren 50 ccm Blut, die 
auf die erwahnte Weise aufbewahrt werden. 

12h ” Idem. 

1530 nachmittags: ,, 

3 0’ - a 

5b 0’ - 0 

64 0! 


Wahrend des Experimentes hat das auf dem Fixierungs- 
apparat unbeweglich liegende Tier weder Harn noch Faeces 
entleert. 

Dauer der Injektion: 1"0’. — Pro Kilogramm des 
Tieres injizierte Flissigkeit: 10,.0ccm. Pro Kilogramm 
und Minute: 0,16 ccm. Pro Kilogramm des Tieres 
NaCl: 0,5 g. 
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Am Morgen des 26. Marz werden bestimmt: die elektrische 
Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Blutproben gebildeten Serums, der Gefrierpunkt und das Blut- 
kérperchenvolum des defibrinierten Blutes. Die Werte sind 
in der folgenden Tabelle zusammengestellt : 


Tabelle VI (6. Experiment). 
Injektion: 5°/,ige NaCl-Lésung. 
ccm der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 10,0. 

















. NaCl ” ” ” —— 0,5. 
Zeitnach|Zeit nach ' Blutserum Defibriniertes Blut 
a dem dem [7 : << et = 
Elektrisch Ernied- 
: aus Fy amet | ecm Leitfahig- AusfluBzeit ag Hima- 
| = | aon oe Serum — a bei 37° C Gefrier- tokrit 
°/, Blu <10-* unktes 
_— Stunden Stunden} /o 37° C) (t) P (a) (e) 
1}50 — — | 40. klar 152,4 1’ 16” | 09610 | 37 
2150 1,20 0,10 | 40 me 168,4 a 0°,650 33 
31 50 2,20’ 1,10’ | 45 o» | 166,4 1’ 10” 0°,650 35 
4/50 3,50 240°] 41 ” 164,9 ra 0°,650 35 
5] 50 56,20’ 4,10°| — | leicht 159,77 o~ 0°,660 35 
rosenrot 
6] 50 | 7,20 | 6,10’ | 50 a 163,5 }’ 23” 0°,640 35 
7150 820 7,179 | — - 162,5 1/11'"1/,} 0°,640 34 
(AusfluBzeit 
350 des H,O bei 
37° C= 
0’ 50’’2/,) 
K370 der injizierten Lésung — 840,9><10 ¢. 
A ” ” 9 2°,890. 
Aus den bei diesem 
Pe Experiment ausgefiihrten 
ll “| | Bestimmungen ergibt sich, 
} “Ne . 
BBs 4 ” daB die Schwankungen der 
wo ‘ |] ry. ee eee “a physiko-chemischen Eigen- 
lew! | “+? schaften des Blutes bis 
aa. 1 uusumnm, 2ur 7. Stunde nach der 
ry") ij Tf g 1 Injektion mit denen iden- 
Be. ve 2 tisch sind, die beim vori- 


ui*t ¢ 4.) 3 3 4% *—¥ %# gen Experiment beobach- 
Let nach dan ersten Aderiab in Stunden 


Fig. 5. tet wurden; bei letzterem 
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wurde pro Kilogramm des Tieres dieselbe Menge Salz in 
einem gleichen Volum Fliissigkeit, aber wahrend einer langeren 
Zeit injiziert. 

7. Experiment. — 28. Februar 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 11° C.) 

$ Hund von 19,500 kg Kérpergewicht, der seit 15 Stunden 
hungert. 


9" 30’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: davon lasse ich 40 com 
im geschlossenen GefaéB und bei der Tem- 
peratur der Umgebung spontan gerinnen; 
die iibrigen 10 ccm werden defibriniert und 
gleichfalls im geschlossenen Gefa8 und bei 
der Temperatur der Umgebung aufbewahrt. 


9" 50’ vormittags In die linke V. femoralis werden 195 ccm 
einer 3°/,igen NaCl-Lésung injiziert. 


10° 5’ “4 Ende der Injektion. 

10 30’ - Es werden weitere 50 ccm Blut entnommen 
und auf die erwahnte Weise aufbewahrt. 

115 0’ a Idem. 

12 30’ nachmittags: ,, 

Q> 0’ a. “ 

45 0’ * i 

6 0’ “ ae 


Dauer der Injektion: @15.. Pro Kilogramm des 
Tieres injizierte Flissigkeit: 10,0 ccm — ProKilogramm 
und Minute: 0,66 ccm, — Pro Kilogramm des Tieres 
NaCl: 0,3 g. 

Wahrend des Experimentes hatte das auf dem Fixierungs- 
apparat unbeweglich liegende Tier weder Harn noch Faeces 
entleert. 

Am Morgen des 29. Februar erfolgte die Bestimmung der 
elektrischen Leitfahigkeit und der AusfluBzeit des durch die 
verschiedenen Proben des geronnenen Blutes gebildeten Serums; 
ferner wurden bestimmt der Gefrierpunkt und das Blut- 
kérperchenvolum des defibrinierten Blutes. Die erhaltenen 


Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengefabBt: 
Biochemische Zeitschrift Band 13, 28 
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Tabell 


G. Buglia: 


e VII. (7. Experiment). 


Injektion: 3°/,ige NaCl-Lésung. 
com der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht — 10,0. 























g NaCl a Pa m1 = 0,3. 
Zeit nach Zeit nach Blutserum : Defibriniertes Blut 
2 dem | dem : ae 
5 _ Aderias “nde der _ccm | Bemer- ‘Leitfhig= Ausflubzeit rigung des Hiéme- 
< | im | tion in JS€PUM | Kungen keit | bei 37°C | Gefrier- | tokrit 
pa Stunden Stunden |) Blut sey 8 ’ a — ns 
1]; 50, — -- 40 klar 155,1 1’ 16” 0°,578 30,5 
21 50 0,40'| 05 | 45 | 172,56 | 1'1072/,] 0°,599 26 
3] 50 1,30’ | 0,55’ | 42 » | 166,6 | 114” 0°,598 | 25 
4) 50 3,0’ 2,25’ | 48 _ 159,1 1’ 14” 0°,618 | 28 
5] 60) 4,30° | 3,65" | 39 | leicht | i597 | 1713”2/, | 09,628 | 28 
6| 50| 6,30’! 5,55°| 39 | farblos| 160,2 | 1'14’1/,| 09,698 | 98 
71 50) 8,30’ | 7,55’ | 40 ‘ 159,1 1’ 15” 0°,618 28 
350 |(AusfluGzeit 
j\des H,O bei 
| 87°C= 
| 0’ 50'2/,) 
K37° der injizierten Lésung = 546,9>< 10—4. 
as = 19,77. 
Lf Acht Stunden nach 
rive der Injektion von 3°/,igem 
NaCl sind die physiko- 
chemischen Merkmale des 
Po ae a Blutes noch nicht wieder 
ass | normal geworden. Die 
{730 30 \ seeds Schwankungen der mole- 
ai mk {====--—--==% kularen Konzentration und 
1} al _, des Blutkérperchenvolums 
“| t i tegen"! Vesanen als den der zwei 
14 if letzten. geschilderten Ex- 
_jrar|a0} L ‘ perimente analog betrach- 
ws e a a wd iain hed aden tet werden. Dagegen sinkt 
Fig. 6. die elektrische Leitfahig- 


keit bedeutend nach der 


entsprechend der Injektion eintretenden konstanten Erhéhung, 
mehr als bis jetzt beobachtet wurde, wahrend parallel damit 
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die AusfluBzeit zunimmt, bis sie in der 8. Stunde fast den 
Anfangswert erreicht. 


Rohrzucker. 
8. Experiment. — 14. Mai 1908. — (Temperatur der Um- 

gebung 18° C.) 

¢ Hund von 19,450 kg Kérpergewicht, der seit 24 Stunden 
hungert. 

10"0' vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entzogen: 40 ccm lasse ich im geschlossenen 
GefiB bei einer Temperatur von 5 bis 6° C 
spontan gerinnen; die tibrigen 10 ccm werden 
defibriniert und ebenfalls im geschlossenen 
GefaB bei der Temperatur von 5 bis 6° C 
aufbewahrt. 

109’ s In die linke V. femoralis werden 189 ccm 
einer 46,7°/,igen Rohrzuckerlésung in- 
jiziert, die einer 8°/,igen NaCl-Lésung aqui- 
molekular ist. 


105 30’ ‘i Ende der Injektion. 

10» 40’ a Der linken A. femoralis werden weitere 50 ccm 
Blut entzogen und auf die erwaihnte Weise 
aufbewabhrt. 

1250’ ” Idem. 

125 45’ nachmittags: Das Tier entleert eine sehr reichliche Menge 
Harn. 

1 30’ - Entnahme von weiteren 50 com Blut. 
350’ = Idem. 
5) 0’ - ad 


Dauer der Injektion: 0" 21’. — Kubikzentimeter der 
injizierten Lésung pro Kilogramm des Tieres: 9,7. — Pro 
Kilogramm und Minute: 0,46ccom. —Gramme Rohrzucker 
pro Kilogramm des Tieres: 4,53. 

Am Morgen des 15. Mai bestimmte ich die elektrische Leit- 
fahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen Proben 
von Blut, das ich spontan gerinnen lieB, gebildeten Serums, 
den Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum des defibri- 
nierten Blutes. Die Werte sind in der folgenden Tabelle zu- 


sammengestellt: 
28* 
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G. Buglia: 


Tabelle VIII (8. Experiment). 
Injektion: 46,7°/,ige Rohrzuckerlésung. 


ecm der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 9,7. 

















g Zucker i od e == 4.53. 
ere ee 
| ptat| ecsten (Ende der Elektrische Ernied- | 
© | . AusfluBzeit Hima- 
=] AmB | dom in forum) Ranges |g Rat, bel S7°C |"Wettr|tlrt 

Pr) semeees Mens GOSS ; , 37° ©) | ma) | te 

1} 5) — ~ | klar, | 1542 | 9 1’1/, | 0°,578 | 29 

| farblos | | 

2} 50 0,40’ 0,10) 30, ,, | 143,7 | 2’ 40” 0°,618 | 23 
3] 50, 2,0’ 1,30’ | 35 » | 148,6 | 3'2”2/, | 0°,618 33 
4] 50 330° 30 | 35 | ,, | 1536 | 3'2”1/, | 09,618 | 33 
5] 50) 5,0’ | 4,30’ | 40 |» 154,1 , 3’2"8/, | 0°618 | 30 
6] 50) 7.0 | 6307) 45 , | 1658 — 0°,618 | 30 

300 | ‘(AusfluBzeit 
| | des H,O bei 
| | s7C= 
1’ 53”’) 





A der injizierten Lésung — 4°,52. 








130 #5 4a%s5+—~ 
; 
Arm" te 4 Zo 


cy) et ee er a ee 
~-* dom ersten Aderial in Stender 


Fig. 7. 








Aus diesem Experiment 
ersieht man, daB die physiko- 
chemischen Schwankungendes 
Blutes nach Injektion einer 
hypertonischen (46°/, igen) 
Rohrzuckerlésung sehr ver- 
schieden von denen sind, die 
wir beim Experimentieren mit 
hypertonischen NaCl-Lésun- 
gen konstatiert haben. 

Mit Ausnahme der Kurve 
der molekularen Konzentra- 
tion, die bis nach der 6. Stunde 
stets hoch bleibt, zeigen die 
anderen Kurven einen ge- 
meinsamen Charakter, und 


auf das sogleich nach der Injektion beobachtete Fallen folgt 
ein rasches und andauerndes Steigen bis itiber den normalen 


Wert. 
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Die Schwankungen der e'ektrischen Leitfahigkeit des Blut- 
serums erfolgen in entgegengesetztem Sinne zu denen, die konstant 
beim Chlornatrium beobachtet worden sind. 

9. Experiment. — 4. Mai 1908. — (Temperatur der Um- 
gebung 16° C.) 

$ Hund, 20,250 kg schwer, hungert seit 24 Stunden. 

9 40’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen: 40 ccm lasse ich im geschlossenen 
GefaB bei der Temperatur der Umgebung 
spontan gerinnen; die iibrigen 10 ccm werden 
defibriniert und ebenfalls im geschlossenen 
GefaB und bei der Temperatur der Umgebung 
aufbewahrt. 

g 44’ - In die Jinke V. femoralis werden 202 ccm 
einer 29,2°/,igen Rohrzuckerlésung in- 
jiziert, die einer 5°/,igen NaCl-Lésung aqui- 
molekular ist. 


9» 53’ “ Ende der Injektion. 

100’ - Der linken A. femoralis werden weitere 50 com 
Blut entnommen und auf die erwahnte Weise 
aufbewahrt. 

11" 30’ - Idem. 

150’ nachmittags: _,, 
350’ * ss 
5» 30’ - - 


Dauer der Injektion: 0°9. — Kubikzentimeter der 
pro Kilogramm des Tieres injizierten Lésung: 10,0. — 
Pro Kilogramm und Minute: 1,11 com. — Gramme Rohr- 
zucker pro Kilogramm des Tieres: 2,92. 

Wahrend des Experimentes hat das auf dem Fixierungs- 
apparat unbeweglich liegende Tier weder Harn noch Faeces 
entleert. 

Am Morgen des 5. Mai bestimme ich die elektrische Leit- 
fihigkeit und die AusfluBzeit des aus dem spontan geronnenen 
Blute gebildeten Serums, den Gefrierpunkt und das Blutkérchen- 
volum des defibrinierten Blutes. 

Die Werte sind in der folgenden Tabelle zusammengestellt: 








G. Buglia: 


Tabelle IX (9. Experiment). 


Injektion: 29,2°/,ige Rohrzuckerlésung. 
com der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 10,0. 











g Zucker se re ss == 2 92. 
Zeit nach| Zeit nach Blutserum Defibriniertes Blut 
S| stot! oft, mctted | (emancecee] | eat 1 
S Blut py ay com | Bemer- Leitfahig- AusfluBzeit Fane Hima- 
=< in tion in yt ieagen n . dei 37°C | Gefrier- | tokrit 
*/, Blut (Kx<10-4 kt 
om Stunden | Stunden u 37° C) «) = - 
— _—-——— — SSS = ee 
1 oer | Klar, | 149.2 | 1'42”2/,1 09,578 43,5 
farblos 
2} 50: 0,20’ 0,7’ 35 ‘“ 139,4 1’ 32/1/, | 0°,608 35 
3} 50, 1,60’ | 1,37’ | 35 ~ 146,8 1’ 43"2/, | 0°,568 45 
4} 50 3,20’ © 38 - 150,2 1’ 44""4/, | 0°.578 | 45 
5| 50, 520 5,77 | 36 | Jelebt | 513 1744” | 09,578 | 45 
opalescent 
6} 50, 7,50’ | 7,7’ 39 a 151,4 1’ 43” 0°,578 | 44 
300 (AusfluBzeit 
des H,O bei 
37° C= 
| 1° 9''3/49) 





40%G0- * 


BS 435 + 
13s" 


130- 30 
Aew*t e a 








A der injizierten Lésung — 2°,28. 





Fig. 8. 





, es bp 8 ps oF FS 
2et nach dem ersten Aderot in Stunden 


Bei diesem Experi- 
ment, bei dem _ eine 
29°/,ige Rohrzuckerlé- 
sung injiziert wurde, 
waren beim Blute Schwan- 
kungen derselben Art, 
jedoch weniger deutlich 
ausgepragt, zu bemerken 
wie beim vorhergehen- 
den Experiment. Der 
osmotische Druck er- 
reichte nach einer leich- 
ten Erhéhung sehr bald 
den normalen Wert. 
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Injektion einer isotonischen Lésung. 


Chlornatrium. 


10. Experiment. — 10. April 1908. — (Temperatur der 

Umgebung 13° C.) 

¢ Hund von 15,200 kg Gewicht. Das Tier hat um 7 Uhr 
morgens gefressen. 

9"7’ vormittags: Der rechten A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: 40 ccm lasse ich im ge- 
schlossenen GeféS und bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen, die iibrigen 
10 ccm werden defibriniert und ebenfalls im 
geschlossenen Gefa8B und bei der Temperatur 
der Umgebung aufbewahrt. 


9> 15’ o Injektion von 152 ccm einer 0,90°/, igen NaCl- 
Lésung in die linke V. femoralis. 

gb 29’ eo Ende der Injektion. 

gh 25’ Ps Weitere 50 ccm Blut werden entnommen 
und auf die erwahnte Weise aufbewahrt. 

10 30’ ‘ Idem. 

1250’ + ‘ 

250’ nachmittags: _,, 

450’ ” ‘a 

650 “ is 

Dauer der Injektion: 0° 7’. — Kubikzentimeter der 
pro Kilogramm des Tieres injizierten Lésung: 10,0. — 
Pro Kilogramm und Minute: 1,43. — Gramm NaCl pro 


Kilogramm des Tieres: 0,09. 

Wiahrend des Experimentes hat das Tier weder Harn noch 
Faeces entleert. 

Am Morgen des 11. April bestimme ich die elektrische 
Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Proben spontan geronnenen Blutes gebildeten Serums, den Ge- 
frierpunkt und das Blutkérperchenvolum des defibrinierten 
Blutes. 

Die erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle 
vereinigt: 
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Tabelle X (10. Experiment). 


Injektion: 0,90°/,ige NaCl-Lésung. 
com der injizierten Lésung pro Kilogramm Ké6rpergewicht — 10,0. 








g NaCl a ” - = 0,09. 
7 | ona ia each Blutserum Defibriniertes Blut 
e dem dem bein a 
s : Elektrisch Ernied- | 
EP SGerias | Injek [2° | Romer. | Leitfahig- Austiuszeit |rigung des |Hame- 
< ‘ in | tion in | Blut kungen (K or ‘4 . scaite — 
_ Stunden Stunden] '¢ 370 c) | (t) (A) (e) 
ij 50 — — 22 klar 152,7 1’ 50’2/, | 0°,580 36 
2} 50 0,18’ 0,3’ 32 a 152,0 y 44/'3/, 0°,580 33 
3] 50; 1,23’ 1,8’ 30 99 152,0 1’ 46” 0°,575 | 33 
4] 50| 2,53’ | 2,38’ | 35 99 155,6 1’ 50’1/, | 0°,575 32 
5] 50, 4,53’ 4,38’ | 38 99 154,7 l’ 49'’4/, 0°,540 33 
6] 50) 6,53’ | 6,38’ | 32 - 154,5 --- 0°,555 33,5 
7} 60) 8,53’ | 8,38’ | 35 an 155,4 1’ 51” 0°,575 | 34 
350 (AusfluBzeit 
} des H,O bei 
| 37°C = 
1’ 971/19) 











K37e der injizierten Lésung — 213,8>< 10—4. 
A ” ” ” = 0°,55. 


Aus diesem Experi- 
ment, das mit einer dem 
Blut ungefahr  isotoni- 
schen Lésung gemacht 
wurde, ersieht man, daB 
die molekulare Konzen- 
tration gegen die 5.Stunde 





oh: Fae as | vA etwas vermindert ist, dann 
pee oF. aber wieder bis zum An- 
P| as lave] © fangswert steigt; ferner 

100 rr P 
mas 0 Ot BS ed alae ersieht man, daB das Blut- 
Fig. 9. kérperchenvolum auch 


8 Stunden nach der In- 
jektion geringer ist als der normale Wert, wahrend die Visco- 
sitat vor der 3. Stunde schon wieder die gleiche wie zu Beginn 
des Experimentes geworden ist. 
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Injektion von hypotonischen Lésungen. 


Rohrzucker. 


11. Experiment. — 13. April 1908. — (Temperatur der 

Umgebung 14°C.) 

* Hund von 18,650 kg Gewicht, der seit 24 Stunden hungert. 

Das Tier hat schon zum 6. Experiment (25. Marz 1908) gedient. 

920’ vormittags: Der rechten A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: 40 ccm lasse ich im ge- 
schlossenen Gefé8 und bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen; die iibrigen 
10 com werden defibriniert und ebenfalls im 
geschlossenen Gefaéi8 und bei der Temperatur 
der Umgebung aufbewahrt. 

9" 39’ ss In die linke V. femoralis werden 186 ccm 
einer 5°/,igen Rohrzuckerlésung injiziert, 
die einer 0,85°/,igen NaCl-Lésung Aqui- 
molekular ist. 


gh 46’ . Ende der Injektion. 
9h 50’ a Weitere 50 ccm Blut werden aufgefangen 
und auf die gewéhnliche Weise aufbewahrt. 

11°90’ e Idem. 
12" 30’ nachmittags: ,, 

260’ - ” 

4h’ » 

6» 0’ 


Dauer der Injektion: 0°7'. — Kubikzentimeter der 
pro Kilogramm des Tieres injizierten Flissigkeit: 10,0. 
— Pro Kilogramm und Minute: 1,43 ccm. — Gramm 
Rohrzucker pro Kilogramm des Tieres: 0,5. 

Wahrend des Experiments hat das Tier weder Harn noch 
Faeces entleert. 

Am Morgen des 14. April bestimmte ich die elektrische 
Leitfaihigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Proben von spontan geronnenem Blut gesammelten Serums; 
ferner bestimmte ich den Gefrierpunkt und das Blutkérperchen- 
volum des defibrinierten Blutes. 

Die erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle ver- 
zeichnet: 
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Tabelle XI (11. Experiment). 


Injektion: 5°/,ige Rohrzuckerlésung. 








cem der injizierten Lésung pro Kilogramm Kérpergewicht = 10,0. 





Blut 


AderlaB 


ecm 


_~ 
oc 
o 


Por me & DO 
or 
o 


“1 & 
4] 
—) 





735 
Aan” t 








g Zucker i ne - == 0.6. 

Zeitnach ome Blutserum Defibriniertes Blut 
dem dem “ace 

~~" Ende des com | | Leittinig- | Austudzeit | rigung des Hama- 
; in lasses oa Serum| —. | none. : bei 37° C Geteien- tokrit 

Stunden) Stunden} /o 37° C) ‘t) I (a) - 

— | — | 30 [erent 1522 | 2707/,” | 09,578 | 38 

0,30 | 0,4’ | 25 . 146,1 1 521/,”| 0°,563 | 33 

140’ 1,14 | 38 ee 147,41’ 57” 0°,.563 34 

310 | 2447] 38, 147,4 | 1574/,”| 0,550 34 
440’ | 4,14’ | 40 - 151,0 | 1’ 533/,”1 0°,550 34,5 
6,40 | 6,14’ | 40 ™ i 1’ 55” 0°,550 | 34,5 

8,40’ | 8,147] 42 | ,, 149.0 , 1’554/,”}| 0°,558 | 35 

(AusfluBzeit 
des H,O bei 
37°C = 
1’ 91/49"") 
Z\ der injizierten Lésung = 0°,36. 

Vergleicht man die 
i Kurven dieses Experi- 
io __ "4 ments mit denen des 
i y lla te vorhergehenden, so be- 
wi merkt man sehr wenig 
— op Unterschiede. Die Kur- 
; | ps — ee ven der elektrischen 
= Yoo? Leitfahigkeit und der 
/} ‘ «xt  AusfluBzeit bleiben eine 
| Tiss etwas lingere Zeit hin- 
” durch nach der In- 
e 4 pe ey TE a ym Pvi8 jektion unter der An- 


Fig. 10. 


fangshohe. 
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Trinkwasser. 


12. Experiment. — 31. Januar 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 13° C.) 
¢ Hund, 20,180 kg schwer, hungert seit 15 Stunden. 

105 20’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: 40 ccm lasse ich im ge- 
schlossenen Gefa8 und bei der Temperatur 
der Umgebung spontan gerinnen; die iibrigen 
10ccm werden defibriniert und ebenfalls im 
geschlossenen GefaB und bei der Temperatur 
der Umgebung aufbewahrt. 


105 31’ * In die rechte V. femoralis werden 20] ccm 
Trinkwasser injiziert. 

10° 47’ ” Ende der Injektion. 

11 15’ = Es werden weitere 50 ccm Blut aufgefangen 
und auf die erwahnte Weise aufbewahrt. 

125 0’ “ Idem. 

150’ nachmittags __,, 

2h 20’ a S 

45 20/ _ = 

65 20’ 2? > 

Dauer der Injektion: 16. — Kubikzentimeter 


der pro Kilogramm des Tieres injizierten Flissigkeit: 
10,0. — Pro Kilogramm und Minute: 0,63 ccm. 

Wahrend des Experiments hat das Tier weder Harn noch 
Faeces entleert. 

Am Morgen des 1. Februar bestimmte ich die elektrische 
Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Proben von spontan geronnenem Blut gebildeten Serums; ferner 
bestimmte ich den Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum 
des defibrinierten Blutes. 

Die Werte sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt : 
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Tabelle XII (12. Experiment). 
Injektion: Trinkwasser. 
ecm pro Kilogramm Kérpergewicht — 10,0. 
itil noch we 7 Bintesen Defibriniertes Blut 
a dem —e ————-A 6 fT 
s | Elektrisch Ernied- 

: oe frm es ecm | Be Leitfahig- AusfluBzeit aaa des H&ma- 
2 in /lasses inj Serum| eo |. keit bei 37°C | Gefrier- | tokrit 
Stunden) Stunden|*/oBlut) “¥8en | (Kx<10~¢ | punktes 
com | iran: eau SP ts oY (t) (a) | (e) 

1 | 50 —_;i-—- 21 klar 151,01’ 34’2/,] 0°,570 43 

, , | klar harm 
2] 50 | 0,55’ | 0,28 25 seseuent 149,31’ 35'2/,] 0°,.558 46 
3 | 50 1.40 | 1,13’ | 27 - 147,8 | 1/33’1/,] 0°,558 48 
41/50 | 2,40’ | 2,13’ | 25 is 148,3 | 1'33’2/,| 0°,566 | 48,5 
5 | 50 | 4,0’ | 3,33’ | 25 pitt of 148,0 1’ 34” 0°,593 48,5 
6 | 50 6,0’ | 533 | 26), 148,9 1'32”2/,| 0°,580 48 
7150) 80 | 7,33’ | 25 » | 1478 | 1°39" 0°,568 | 44,5 
350 | | (AusfluBzeit 
des H,O bei 
} 37°C = 
0’ 57’"4/s) 
K37e des injizierten Wassers — 4,1 >< 10-4. 
LA ” ” ” = 0°,005. 
Be Die Resultate dieses 
| acd . , 
~~ ges, ype: 1 et Experiments beweisen, daB 
750 1, fe N ee die physiko-chemischen 
See pe ee ~*~ Schwankungen des Blutes 
/ ~ . . *. 
me ie ae ‘\ nach der Injecktion einer 
se, ‘ 
SRF, ‘se stark hypotonischen Lé- 
*) ] \ ‘ited sung sehr unbedeutend 
ot Lok t] ener ng et xb sind ; die gréBteAbweichung 
mito e oO Se. ‘arobnsine  *igt die Kurve des Ha- 


Fig. 11. 





matokriten, die nach der 
Injektion progressiv an- 
steigt, um erst nach der 8. Stunde zur Anfangshdhe zuriick- 
zukehren. 
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Ferner zeigt keine von den Kurven irgendeine ausge- 
sprochene Abweichung, die der Injektion entsprechen wiirde. 

13. Experiment. — 28. Marz 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 18°C.) 

Y Hund von 22,750 kg Kérpergewicht, der seit 24 Stunden 
hungert. Das Tier hat schon zum 4. Experiment (12. Marz 1908) 
gedient. 


9°15’ vormittags: Der rechten A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen: 40 ccm lasse ich im ge- 
schlossenen GefaB bei der Temperatur der 
Umgebung spontan gerinnen; die anderen 
10 com werden defibriniert und ebenfalls im 
geschlossenen Gefa8 und bei der Tempera- 
tur der Umgebung aufbewahrt. 


9» 20’ © In die linke V. femoralis werden 227 ccm 
Trinkwasser injiziert. 

gb 29’ ” Ende der Injektion. 

9» 34’ . Weitere 50 ccm Blut werden entnommen 
und auf die erwahnte Weise aufbewahrt. 

10 30’ . Idem. 

12h 0’ ” ” 

15 30’ nachmittags _,, 

3h 0’ ” ” 

5) 0’ ” > 


Dauer der Injektion: 0°9’. — Kubikzentimeter der 
pro Kilogramm des Tieres injizierten Flissigkeit: 10,0. 
— Pro Kilogramm und Minute: 1,11 ccm. 

Wahrend des Experiments hat das Tier weder Harn noch 
Faeces entleert. 

Am Morgen des 29. Marz bestimmte ich die elektrische 
Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Proben von spontan geronnenem Blut gebildeten Serums, den 
Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum des defibrinierten 
Blutes. 

Die erhaltenen Werte sind in der folgenden Tabelle ein- 
getragen: 
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Tabelle XIII (13. Experiment). 


Injektion: Trinkwasser. 


ecm pro Kilogramm Ko6rpergewicht = 10,0. 

















Zeit nach | Zeit nach Blutserum Defibriniertes Blut 
a em dem — = a . , . 
=| Blut. ersten | Ende des Elektrische i | einled- 
& ; itfahig- AusfluBzeit 23 Hima- 
S [| Aaring | Ader-"| 2° | omer. | Hieanias | Auaiutselt | rung dee Hams 
Stunden! Stunden|’/oBlut, Kungen | (K><10—¢ | punktes | 
ce j 37° C) (t) (A) (e) 
1j50/ — | — | 50 /,*F | i520 | 171673/,| 09,577 | 57 
| farblos | 5} 
, , klar | yo 9 
2; 50° 0,19 | 0,5 50 sastianet 148,7 | 1’ 14 0°,592 58 
3] 50) 1,18 | 1,1’ 54 o 150,5 | 1’14”1/;} 0°,582 | 59 
4] 50) 2,45’ | 2,30’ 45 ms 148,7 | 1’14”1/,] 0°,590 | 59 
5] 50| 415 40 | 35), 150,4 | 1'13” 0°,580 59 
leicht 
, - ’ "1 
6 | 50 9,45’ | 5,30’ 58 sanseset 150,8 | 1’ 13’2/,| 0°,570 | 58 
7] 50 | 7,45’ | 7,30’ 53 = 150,4 | 1/12” 0°,540 | 57,5 
350 (AusfluGzeit 
des H,O bei 
37°C = 
0’ 50'’2/5) 
K37° des injizierten Wassers — 4,1 >< 10—+. 
A ” ” = 0°,005. 
y Die Resultate dieses 
* mit Trinkwasser gemach- 
Led” lene) ten Experiments bestiti- 
ia 1 ee ‘ 
wo} | | \ -, mn durchaus die Ergeb- 
1 iol 1° nisse des vorigen, bei dem 
Fe eee = dieselbe Fliissigkeit in glei- 
oe I I cher Menge pro Kilo- 
lyase] laws \ gramm des Tieres, aber 
{ 4 oe a a is 
wi i 4 | a in fast der doppelten Zeit 
1 Ie) | __.™ injiziert wurde. Der ein- 
Mem*t @ 4 





eo er 
Zed nach dem ersten Aderlab in Stunden 


Fig. 12. 


zige Unterschied ist, daB 
die Steigung der himato- 
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kritischen Kurve weniger ausgepragt ist, sowie da8 die Kurve 
der molekularen Konzentration zuerst ansteigt, dann gegen 
die 7. oder 8. Stunde unbedeutend sinkt. 

Das aus den verschiedenen Blutproben stammende, nach 
der Injektion entnommene Serum ist stark lackfarben. 

14. Experiment. — 5. Marz 1908. — (Temperatur der 
Umgebung 12°C.) 

2 Hund, 18,100 kg Korpergewicht, hungert seit 15 Stunden 


9 10’ vormittags: Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen: 40 ccm lasse ich im geschlos- 
senen GefaS bei der Temperatur der Um- 
gebung spontan gerinnen: die anderen 10 ccm 
werden defibriniert und ebenfalls im ge- 
schlossenen Gefa&S und bei der Temperatur 
der Umgebung aufbewahrt. 

9 13° - In die linke V. femoralis ‘werden 362 ccm 
Trinkwasser injiziert. 


9 25° = Ende der Injektion. 
9 30 . Weitere 50 ccm Blut werden aufgefangen 
und auf die geschilderte Weise aufbewahrt. 
1 30’ 7 Idem. 
12° 0 ‘i 
20’ nachmittags __e,, 
0 
6 0 
Dauer der Injektion: ®12. — Kubikzentimeter 
der pro Kilogramm des Tieres injizierten Flissigkeit 
20,0. — Pro Kilogramm und Minute: 1,66 ccm. 


Wahrend der Injektion hat das Tier weder Harn noch 
Faeces entleert 

Am Morgen des 6. Marz wurden bestimmt: die elektrische 
Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des aus den verschiedenen 
Proben des geronnenen Blutes gebildeten Serums, der Gefrier- 
punkt und das Blutkorperchenvolum des defibrinierten Blutes. 

Die Werte sind in der folgenden Tabelle zusammen- 
gestellt: 
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Tabelle XIV (14. Experiment). 
Injektion: Trinkwasser. 
ccm pro Kilogramm Kérpergewicht = 20,0. 
Zest nach it na] -—-Blutserum =—SSs«CDefibriniertes Blut 
2 i &. _ & aa pe — 2 Ue gE 
| Bi 2 
3 - =. a ecm Bemer- peony AusfiuBzeit ee Hama- 
= in | lasses in Serum | ungen keit bei 37°C | Gefrier- | tokrit 
[ecm Stunden | Stunden” Blut x 0) tt) = te) 
1}; 50; — — 50 klar 157,41 16” 0°,578 28 
| farblos | 
2} 50| 0,20’ | 0,5’ | 50 | klar | 153.9 | 1’12%/, | 0°,561 | 21 
| | 'rosenrot 
3] 50) 1,207 | 16 | 55 |, 152,41 15"4/, | 09,584 | 22 
4] 50) 2,607 | 2,357] 45 | ,, | 153,7 | 1/15"4/, | 09,578 | 22,4 
5} 50) 4,50’ | 4,35’ | 35 | leicht 1534 = 1’ 15"4/, | 0°,578 | 22,8 
‘rosenrot_ 
6] 50 650 | 6,35] 55 |, | 153,7 | 1 15"2/, |0°,578(2) 22,8 
7] 50) 8,50 | 835 | 53 | ,, | 153,7 115” =| 0°,563 | 21 
350 | (AusfluBzeit 
des H,0 bei 
} 37° C= 
0 50’’2/, 
K37° des injizierten Wassers — 4,1>< 10-4. 
A ” ” ” — 0°,005. 
14 Bei diesem Experi- 
1 4 YF ae “4. ~‘Ment wurde pro Kilo- 
trast” leh gramm des Tieres ein 
1S + 4 
1 | Lee doppelt so groBes Volu- 
1 isi } men derselk Fiiissig- 
47207 S04 \ ° . . . 
aot Ie eek _---—— ee keit, die beim vorigen 
o Pr at ~~ é 
1 J | ~~e Experiment verwendet 
4204 ee ae i 
Pm ae p P "nme Wurde, injiziert, und zwar 
ye hp ah »hinttael ED nian mit gréBerer Geschwin- 
wee 4 1 bdo titinem Gg. Din Sciwee- 
Fig. 13. kungen sind, auch sofort 
nach der Injektion, nicht 
sehr groB. Die Abnahme der molekularen Konzentration und 


der AusfluBzeit verschwindet rasch, wahrend die der elektrischen 
Leitfahigkeit und die des Himatokriten bis iiber die 8. Stunde 
hinaus andauern. 
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Auch in diesem Falle enthalt das Serum viel Himoglobin. 
15. Experiment. — 6. Februar 1908. — (Temperatur der 


Umgebung 10° C.) 


Y Hund, 18,280 kg schwer, hungert seit 14 Stunden. 


9» 30’ vormittags 


9h 50’ ' 


105 2’ s 


1157’ - 


11512’ - 


125 ‘ 


Unter Anwendung des Katheters werden 
dem Tiere 10 ccm Harn entzogen. 

Der linken A. femoralis werden 50 ccm Blut 
entnommen: 40ccm lasse ich im geschlosse- 
nen Gefa8 und bei der Temperatur der 
Umgebung spontan gerinnen, die anderen 
10 com werden defibriniert. 

In die rechte V. femoralis werden 914 ccm 
Trinkwasser injiziert. 

Ende der Injektion. 

Der linken A. femoralis werden weitere 50 cm 
Blut entnommen und auf die angegebene 
Weise aufbewahrt. 

Idem. 


125 10’nachmittags Entnahme einer weiteren Harnprobe (15ccm); 


1530’ » 
35 - 
4h - 
550’ 9 
6" 30’ . 
6. Februar. 
9» 30’ vormittags 


1050’ o 


der Harn ist blutig. 

Es werden 40 ccm Blut entnommen. 
Idem. 

Entnahme einer weiteren Harnprobe (20 ccm). 
Es werden 50 ccm Blut entnommen. 
Idem. 


Unter Anwendung des Katheters werden 
dem Tiere 150 ccm Harn entzogen. 

Der rechten A. femoralis werden 50 ccm 
Blut entnommen und auf die angegebene 
Weise aufbewabhrt. 


Dauer der Injektion: 1"5’. — Kubikzentimeter der 
pro kg des Tieres injizierten Fliissigkeit: 50,0. — Pro 
Kilogramm und Minute: 0,72 ccm. 


Wahrend des 
von sich. 


Experimentes gab das Tier viel Speichel 


Am Morgen des 6. Februar bestimmte ich die elektrische 


Leitfahigkeit und die AusfluBzeit des von den verschiedenen 
Biochemische Zeitechrift Band 15. 29 
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Proben des spontan geronnenen Blutes gebildeten Serums, den 
Gefrierpunkt und das Blutkérperchenvolum des defibrinierten 


Blutes. Gleichzeitig be- , 4 4 { 
stimmte ich die elektrische { 4+ | ae 
o, pooh o i P 750 4 10%S- *, 4 
Leitfahigkeit, die AusfluB- ‘wi ; + \ _——— 
zeit und die molekulare | | | | \ ae 
, 1 Jj 4 \ 7 
Konzentration der ver- { j #% \/ Pe eed 
7 738 ; ; . ----0-"~ 
schiedenen Proben desent- {| 4 4 \\ ; 
nommenen Harns. 1) \ } 
aol 1 lee 
Die erhaltenen Werte (7% ¢ ™. V 
é : Ce ee nt 
sind in der XV. Tabelle j; PS I atte eeeaniiiiidies 
F i pe oe oI 
zusammengestellt : ee ee TF ys a 
Das in die Venen des Zot nach ton eter — 
Fig. 14. 


zu diesem Experimente 

dienenden Tieres injizierte Volumen Fliissigheit war doppelt so 
groB als das beim vorhergehenden Experiment injizierte; da- 
gegen war die Injektion eine etwas langsameére. Die Resultate 
zeigen keine erheblichen Unterschiede. 

Die molekulare Konzentration darf als unverandert be- 
trachtet werden, die hiamatokritischen Schwankungen ver- 
schwinden kurze Zeit nach der Injektion, die der elektrischen 
Leitfahigkeit und der AusfluBzeit halten linger an, wenn sie 
auch unbedeutend sind. 

Der wihrend des Experimentes aufgefangene Harn enthielt 
eine sehr groBe Menge Hamoglobin; seine elektrische Leitfahig- 
keit und seine molekulare Konzentration sind sehr vermindert, 
wahrend die AusfluBzeit zugenommen hat. Wenn letztere aber 
nach den 24 Stunden fast den normalen Wert wieder erreicht 
hat, nehmen elektrische Leitfaihigkeit und molekulare Konzen- 
tration zu, die AusfluBzeit aber nimmt ab, und zwar sinkt sie 
unter den fiir die Probe von normalem Harn erhaltenen Wert. 


IV. SchluBfolgerungen. 


Die Resultate meiner Experimente kann ich folgender- 
maBen zusammenfassen: 

Der einfache Aderla8 verursacht Schwankungen der physiko- 
chemischen Eigenschaften des Blutes, die im Vergleich mit den 
bei den anderen Experimenten beobachteten vollstindig un- 


heriicksichtigt bleiben kénnen. 
29* 
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A. Injektionen von hypertonischen Lésungen. 

Ungefahr 10°/,ige (im Verhaltnis von 10ccm pro Kilogramm 
des Tieres injizierte) NaCl-Lésungen verursachen eine starke 
Erhéhung der molekularen Konzentration des Blutes und der 
elektrischen Leitfahigkeit des Blutserums; diese Erhéhung scheint 
nicht einmal nach 24 Stunden nachzulassen. 

Ahnliche Schwankungen der elektrischen Leitfahigkeit zeigen 
sich nach Injektion von ca. 7°/,igen Lésungen; ca. 3°/,ige 
und 5°/,ige (stets im Verhiltnis von 10 ccm pro Kilogramm 
des Tieres injizierte) Lésungen bewirken stets eine Erhéhung 
der molekularen Konzentration und der elektrischen Leitfahig- 
keit; diese Erhéhung ist aber nicht so stark ausgeprigt wie 
in den vorhergehenden Fallen und nimmt schon in der 7. und 
8. Stunde nach der Injektion ab. Eine vollstandige Riickkehr 
zum normalen Zustande habe ich jedoch wihrend der Dauer 
eines jeden Experimentes niemals beobachtet. Die mit dem Hima- 
tokriten gefundenen und die vermittels der viscosimetrischen 
Methode konstatierten Schwankungen des Blutkérperchenvolums 
und die Viskositét des Blutserums sind bei den einzelnen 
mit verschieden konzentrierten Lésungen vorgenommenen Ex- 
perimenten sehr ungleich. Die ersteren bestehen wesentlich in 
einer raschen Abnahme der Werte unmittelbar nach der In- 
jektion und dann in einer Zunahme, bis sie in der 4. und 
5. Stunde, wenn es sich um sehr konzentrierte Lésungen handelt, 
und auch friiher bei maBig konzentrierten Lésungen, fast den 
normalen Wert erreichen. Die letzteren bestehen auch in einer 
raschen Abnahme unmittelbar nach der Injektion und dann 
in einer Erhéhung, die jedoch in keinem Falle, selbst nicht nach 
der 7. Stunde, bis zum normalen Werte fortschreitet. 

Daraus ist zu folgern, da8B die Injektion einer hyper- 
tonischen NaCl-Lésung Schwankungen des osmotischen 
Druckes des Blutes und der elektrischen Leitfahig- 
keit des Serums hervorruft, die um so deutlicher her- 
vortreten und um so langer anhalten, je gréBer die 
Konzentration der Lésung ist, und da8 im allgemeinen 
Injektionen von hypertonischen NaCl-Lésungen die 
molekulare Konzentration des Blutes und die elek- 
trische Leitfahigkeit des Serums eine verhaltnismaBig 
lange Zeit hindurch auf einem hohen Niveau erhalten, 
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wahrend sie nur zu einer voriibergehenden Verdiinnung 
der Blutmasse Veranlassung geben. 

Zu einigermaBen abweichenden SchluBfolgerungen scheinen 
andere Autoren gelangt zu sein, welche ebenfalls die Schwan- 
kungen der Konzentration des Blutes nach intravendsen In- 
jektionen von hypertonischen Lésungen studiert haben. So 
fand Hamburger bei Experimenten am Pferde, dem er in 
verschiedenen Zeitraumen nach Injektion einer 3,33 °/ igen 
NaCl-Lésung oder einer 11,33°/,igen (mit einer 2°/,igen NaCl- 
Lésung aAquimolekularen) Na,SO, + 10H,O-Lésung, daB in 
kurzer Zeit (nach 2 bis 3 Stunden) der Salzgehalt des Blutes 
zum normalen Werte zuriickkehrt und die anfangliche Erhéhung 
des osmotischen Druckes verschwindet. In dhnlicher Weise 
fanden Achard und Loeper und in jiingster Zeit Ouschinsky, 
als sie kryoskopische Bestimmungen am Blute von Kaninchen 
vornahmen, denen sie eine (ca. 10°/,ige) hypertonische NaCl- 
Lésung injiziert hatten, daB nach Verlauf von wenigen Stunden 
die Erniedrigung des Gefrierpunktes einen dem normalen sehr 
nahen Wert erreicht hatte. 

Der Unterschied zwischen den von mir erhaltenen Resul- 
taten und denen Hamburgers stellt sich jedoch als geringer 
heraus, als es auf den ersten Blick scheint, wenn man die 
Konzentration (3°/, NaCl) der von mir verwendeten Lésungen 
ins Auge faBt. Hamburger verwendete als stark hyper- 
tonische Lésungen diejenigen, welche von mir als maBig hyper- 
tonisch betrachtet wurden. Ferner mu8 man bei Beurteilung der 
Experimente Hamburgers bedenken, daB das Natriumsulfat 
bekanntlich rascher als die anderen Salze aus dem Organismus 
ausgeschieden wird, weil seine harntreibende und purgierende 
Wirkung grdBer ist. 

Was sodann die Unterschiede zwischen meinen Resultaten 
und denen der anderen oben zitierten Autoren betrifft, so ist 
es méglich, daB sie abhangen von der Verschiedenheit der 
Versuchstiere, von der verschiedenen Geschwindigkeit, mit der 
die Injektionen vorgenommen wurden, und vielleicht auch von 
dem Umstande, da8 die von mir verwendeten Tiere stets 
wahrend der ganzen Dauer des Experimentes unbeweglich auf 
dem Fixierungsapparat lagen, die von Hamburger, Achard 
und Loeper usw. verwendeten sich dagegen frei bewegen 
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durften. AuBerdem darf man nicht vergessen, daB solche 
Unterschiede auch durch den verschiedenen Ernahrungszustand 
veranlaBt werden kénnen, in dem sich das Tier wahrend der 
dem Experiment vorausgehenden Tage befindet. 

Injektionen von hypertonischen Rohrzucker-Lésungen, 
die 8°/,igen NaCl-Lésungen fquimolekular sind, veranlassen 
eine geringe Zunahme der molekularen Konzentration des 
Blutes, die eine gewisse Zeit hindurch andauert, wahrend die 
einer 5°/,igen NaCl-Lésung aquimolekularen eine geringe Zu- 
nahme bewirken, die rasch verschwindet. Ouschinsky fand 
nach einer hypertonischen Injektion von T raubenzucker das A 
des Blutes nicht erhéht und sah, daB diese Substanz rasch 
von der Leber fixiert wurde. 

Dagegen nimmt die elektrische Leitfahigkeit des Blutserums 
stark ab bei beiden Konzentrationen; nach kurzer Zeit aber 
(ca. 3 Stunden nach der Injektion) nimmt sie so sehr zu, 
da8 sie den normalen Wert iibertrifft. Die haimokritischen und 
viscosimetrischen Schwankungen sind denen der elektrischen 
Leitfahigkeit ahnlich; es iibersteigen jedoch schon von der 
1. Stunde nach der Injektion an sowohl die Werte des Himato- 
kriten als die des Viscosimeters die beim normalen Blute erhaltenen. 

Der Unterschied zwischen diesen Resultaten und den mit 
hypertonischen NaCl-Lésungen erhaltenen ist augenfillig, und 
wir kénnen daraus schlieBen, daB die physiko-chemischen 
Schwankungen des Blutes in toto und des Blutserums 
nach hypertonischen Injektionen von Rohrzucker in 
sehr kurzer Zeit verschwinden, bei weitem schneller 
als die infolge von gleichfalls hypertonischen Injek- 
tionen von Chlornatrium eintretenden. 

Dies erklart sich wahrscheinlich aus dem Umstand, daB 
der Rohrzucker, da er eine dem Organismus fremde und durch 
ihn nicht assimilierbare Substanz ist, rasch ausgestoBen wird, 
weil er in den Geweben nichts findet, woran er zeitweilig haf- 
ten kann, und auch nicht, wie der Traubenzucker in der Leber, 
umgewandelt und infolgedessen zuriickgehalten werden kann. 


B. Injektionen von isotonischen Lésungen. 


Aus den Ergebnissen der mit einer 0,90°/,igen NaCl- 
Lésung gemachten Experimente la8t sich schlieBen, daB die 
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Injektion einer dem Blute annahernd isotonischen Lésung 
von Chlornatrium duBerst unbedeutendeSchwankungen 
der physiko-chemischen Eigenschaften des Blutes 
verursacht, seies nun unmittelbar nach der Injektion 
oder auch lange Zeit nachher. 

Dies stimmt mit dem iiberein, was Dastre und Loye 
fanden, als sie mit nicht iibermaBiger Geschwindigkeit eine 
gewisse Menge einer dem Blute ungefahr isotonischen Lésung 
injizierten; sie sahen, da®B unter solchen Bedingungen kein 
wahrer und andauernder Zustand von hydramischer Plethora 
eintritt. 


C. Injektionen von hypotonischen Lésungen. 

Injektionen von stark hypotonischen Lésungen 
verursachen sehr wenig ausgepragte physiko-chemische 
Schwankungen des Blutes, wenn das Volumen der 
injizierten Flissigkeit und die Geschwindigkeit der 
Injektion nicht sehr gro8 sind. Unter derartigen ex- 
perimentellen Bedingungen nimmt die molekulare Konzentration 
des Blutes nicht ab, sondern erfahrt eine wenn auch unbe- 
deutende Zunahme; die hamokritischen Werte zeigen zuerst 
eine Erhédhung und dann eine langsame Riickkehr zur normalen 
GréBe; die elektrische Leitfahigkeit und die AusfluBzeit da- 
gegen nehmen unmerklich immer mehr ab. Ist aber die Menge 
der injizierten Fliissigkeit ziemlich betrachtlich oder 
die Geschwindigkeit der Injektion bedeutend, so daB 
eine Veranderung der Elemente der Blutkérperchen erfolgt, 
so treten die physiko-chemischen Schwankungen etwas 
deutlicher hervor; die hamatokritischen Schwankungen neh- 
men dann den entgegengesetzten Sinn zu den weiter oben be- 
sprochenen an. 

In ahnlicher Weise fanden Achard und Loeper sowie 
auch Hamburger nach Injektionen von sehr hypotonischen 
Salzlésungen unbedeutende Schwankungen in der Zusammen- 
setzung des Blutes. 

Dies beweist, daB das Wasser mit auBerordentlicher Ge- 
schwindigkeit aus dem Blutplasma verschwindet, indem es 
durch Osmose und Imbibition in die Zellelemente des Blutes 
und der Gewebe eindringt. 








Hydrolyse von Wittepepton. 


Von 
P. A. Levene und D. D. van Slyke. 
(Aus dem Rokefeller Institute for Medical Research, New York). 


(Eingegangen am 20, August 1908.) 


Die Hydrolyse von Wittepepton wurde als Vorversuch zur 
Plasteinhydrolyse, iiber die in der folgenden Arbeit berichtet 
wird, vorgenommen. Es stand uns eine beschrankte Menge Plas- 
tein (130 g), die aus Wittepepton gewonnen war, zur Verfiigung, 
und es war aus zwei Griinden wiinschenswert, zunachst die 
Muttersubstanz zu hydrolysieren: erstens, um festzustellen, ob 
alle die Komponenten des Fibrins, jenes Proteins, aus welchem 
das Pepton hergestellt war, im Pepton vorhanden waren, und 
zweitens, um an einem leicht erhaltlichen Material die Methoden 
zu priifen, die auf das Plastein angewendet werden sollten. 

Weil die Methode einer kleinen Menge Material angepaBt 
werden muBte, war es erforderlich, die Bestimmungen samt- 
licher Spaltungsprodukte gleichzeitig zu machen, anstatt, wie 
gewohnlich, getrennt Tyrosin, die veresterbaren Monoamino- 
siuren und die Diaminoséuren zu bestimmen. Fiir solche Fille 
empfiehlt E. Fischer‘), mit Schwefelsiure zu hydrolysieren 
und die Schwefelsiure mit Baryt zu entfernen; man erhilt 
Tyrosin durch Auskrystallisieren, fallt sodann die Hexonbasen 
als Phosphorwolframate und verestert die zuriickbleibenden 
Aminosauren. 

Die nach einigen Versuchen von uns gewahlte Methode 
unterschied sich nun in verschiedenen Einzelheiten von dem iib- 
lichen Verfahren. 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 39, 530, 1906. 
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Die Salzsaiure ist aus verschiedenen Griinden ein besseres 
hydrolysierendes Mittel als die Schwefelséure und ihr vorzuziehen. 
Wenn man Salzséiure anwendet, erhalt man den gréBGeren Teil 
der Glutaminsaéure nach der Hydrolyse direkt als Hydrochlorid, 
indem man einfach die Lésung konzentriert und mit Salzsiiure- 
gas sattigt. Die Entfernung groBer Mengen Schwefelsiure be- 
dingt das Auswaschen sehr groBer Massen Bariumsulfats und 
bringt wegen der Schwierigkeit des griindlichen Waschens die 
Gefahr von Verlusten mit sich. Die Entfernung der Salzsaiure 
durch Einengen und Ausfillen mit Bleioxyd und Silbersulfat 
ist verhaltnismaBig sauber. Die Einzelheiten werden bei der 
zweiten Hydrolyse beschrieben. Ein wichtiger Umstand zu- 
gunsten der Salzséure als hydrolisierendes Agens liegt ferner 
in der Tatsache, da8 man Tyrosin bei Anwendung von Salz- 
saure sofort praktisch rein erhalten kann, wahrend das Tyrosin 
bei einer Schwefelsiurehydrolyse gewoéhnlich eine Umkrystalli- 
sation erfordert, bevor es auch nur annahernd rein ist. Durch 
weitere Konzentration und Umkrystallisieren kann man auch im 
ersten Falle die Leucin-Valinfraktion fast wei8 erhalten, nach der 
Analyse und der Eigenschaft anscheinend ebenso rein wie aus der 
entsprechenden Esterfraktion. Die so gewonnene Menge Leucin 
und Valin zusammen mit einer kleineren Menge bei der folgenden 
Veresterung der nicht krystallisierten Sauren war bedeutend groBer 
als die Quantitit, welche man durch die gewdhnliche Ver- 
esterung der gesamten Lésung erhalt; denn der durch Krystalli- 
sation abgeschiedene Teil erleidet den bei der Veresterung ent- 
stehenden Verlust nicht. Bei Anwendung von Schwefelsiure als 
hydrolysierendes Mittel werden die nach der Tyrosinabscheidung 
ausfallenden Aminoséuren dunkel und hoffnungslos unrein. 

Die nicht auskrystallisierten oder durch Phosphorwolfram- 
saure nicht ausgefallten Aminosiuren wurden nach der gewohn- 
lichen Methode verestert. Wenn man indessen die Ester fiir die 
Atherextraktion in Freiheit setzen will, wurden statt des gewohn- 
lich benutzten Natriumhydrats und festen kohlensauren Kaliums 
Bariumhydrat und -oxyd genommen, die schon friiher in diesem’) 
Laboratorium gebraucht worden sind. Die Bariummethode 
bietet verschiedene bedeutende Vorteile: 


1) Journ. of Biolog. Chem, 2, 128, 1906. 
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Erstens erleichtert sie die Entfernung der Mineralstoffe 
aus dem ausgezogenen Riickstande, wenn man den letzteren 
nochmals verestern will oder auf unveresterte Produkte zu priifen 
beabsichtigt. 

Zweitens fehlt die groBe Erhitzung, die bei Anwendung von 
Natriumhydroxyd und Pottasche sich als so sehr lastig erweist. 

Drittens macht sie das Vorhandensein von mebr als einem 
kleinen Uberschu8 an Alkali in der Flissigkeit wegen der ge- 
ringen Léslichkeit des Bariumhydrats in der Kalte unmdglich. 
Die beiden zuletzt genannten Momente miissen darauf hinwirken, 
den Eintritt einer Verseifung der Ester wiahrend der Frei- 
machung und des Extraktionsprozesses zu verringern. 

Wegen dieser Vorteile der Bariummethode geben wir die 
Einzelheiten des Prozesses an, wie wir ihn am geeignetsten fiir 
die Ausfiihrung fanden: 

Wie Fischer empfiehlt, wird die Lésung der Ester im 
Vakuum bei einer Badtemperatur nicht itiber 50° konzentriert. 
Die eingeengte Lésung wird in ein Porzellan- oder besser in 
ein emailliertes GefaB gegossen (von ungefihr 1 Liter Inhalt 
fiir jede 125 bis 150 g hydrolysiertes Protein). Die letzten 
Mengen der Esterlésung werden in das GefaiS8 mit eiskaltem 
Barytwasser gespiilt, da das Volumen des letzteren geringer als 
das der Esterlésung sein soll. Die Masse in dem GefaéB wird 
sofort mit 1'/, oder mehr Volumen eiskalten Athers bedeckt, 
und ein Uberschu8 von krystallisiertem Bariumhydrat hinein- 
gegeben; das GefaéB wird sogleich in eine Kaltemischung gestellt 
und sein Inhalt schnell mit einem hdlzernen Spatel oder 
Porzellanléffel geriihrt. Die anfangs recht klebrige Masse wird 
in wenigen Minuten fliissig und nimmt alkalische Reaktion an. 
Wenn die Lésung alkalisch gegen Lackmus geworden ist, wird 
der Ather erneuert und das Riihren fortgesetzt sowie pulveri- 
siertes und frisch geschmolzenes wasserfreies Bariumoxyd all- 
miahlich zugegeben. Da das Baryumoxyd der Lésung das freie 
Wasser entzieht, gehen die Reste der Ester in den Ather tiber. Der 
Ather wird mehrere Male ersetzt und Baryumoxyd so lange hinzu- 
gefiigt, bis das freie Wasser aus der Mischung vollstandig ent- 
fernt ist. Wahrend dieses Vorgangs wird die Mischung zuerst 
triibe und klebrig, dann geht sie in eine leicht bewegliche 
Masse von trockenem Bariumhydrat und Ather iber. 
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Falls man das Barium aus dem Riickstande entfernen will, 
wird letzterer mit kaltem Wasser angeriihrt und iiber Asbest 
filtriert. Die organische Substanz wird aus dem Riickstande 
durch wiederholtes Verreiben ausgespiilt. Die Hauptmenge 
von Barium lést sich nicht auf, das in Lésung gegangene wird 
durch die aquivalente Menge Schwefelsaure entfernt. Die Lésung, 
welche mit Salzsiure stark angesiuert wird, ist dann fertig, 
um nochmals verestert oder anderweitig behandelt zu werden. 
Bei Entfernung des Bariums nach der Veresterung von 390 g 
Wittepepton erhielten wir einen organischen Riickstand, aus 
dem man mehrere Gramm reinen Serins durch Krystallisation 
leicht abtrennen konnte. Ein friiherer Versuch von Brunner, 
Serin aus einem Kilo Fibrin mittels der gewéhnlichen Ester- 
methode zu gewinnen, war gescheitert.') 

Die Behandlung der Leucinfraktion der Ester wurde durch 
die Entdeckung erleichtert, da8 Leucinester ebenso wie der Ester 
des Phenylalanins leicht durch Ather aus’der Lésung oder 
Suspension in Wasser ausgezogen werden kann. Wenn die 
Esterfraktion, die gewéhnlich Leucin, Valin und Alanin ent- 
halt, mit drei Volumen Wasser vermischt, die Lésung mit 
Ather extrahiert und der Auszug dann dreimal hintereinander 
mit Wasser gewaschen wird, so geht praktisch alles Leucin in die 
atherische Lésung tiber und diese enthalt gewéhnlich nur wenig 
Valin. In einem Falle erhielt man analysenreines Leucin ohne 
weitere Reinigung durch Verseifung des Atherextraktes. Die 
Wasserlésung enthalt den unausgezogenen Ester von Valin und 
Alanin. Reines Valin erhailt man durch fraktionierte Kry- 
stallisation, Alanin durch Umkrystallisieren des léslicheren An- 
teils aus verdiinntem Alkohol. 

Wir fanden spiter, daB der Fallung des Leucins aus der 
Mischung von Leucin und Valin vermittels Bleiacetat und 
Ammoniak — einer friiher von Levene und Beatty ange- 
wandten Methode*) — die Mdéglichkeit der quantitativen Tren- 
nung dieses unerfreulichen Gemisches bietet. Ein UberschuB eines 
der Reagenzien ist von Nachteil, und die Bedingungen fir eine 
scharfe Trennung miissen genau ermittelt werden. Diese Be- 


1) Dissertation, Berlin, 1905. 
2) Diese Zeitschr. 4, 307, 1907. 
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dingungen sollen in einer spateren Arbeit noch priaziser fest- 
gestellt werden. 
Erste Hydrolyse. 

Bei der ersten Hydrolyse wurden nur die veresterbaren 
Sauren bestimmt. 

360 g Wittepepton wurden durch zehnstiindiges Kochen mit 
1,51 25°/,iger Salzsiure hydrolysiert. Die Lésung wurde un- 
gefahr auf 850 ccm eingedampft und mit Salzsiuregas gesittigt. 
Nachdem sie mehrere Tage bei — 2° gestanden hatte, wurde 
die Fliissigkeit iiber Asbest filtriert. Das abgeschiedene rohe Glut- 
amisiurehydrochlorid wurde wieder in heiBem Wasser gelist, 
durch Kochen mit viel Baryt von Ammoniak befreit. Der 
Baryt wurde entfernt, die Lésung im Vakuum konzentriert und 
mit gasformiger Salzséure gesattigt; 36,0 g Glutaminsiurehydro- 
chlorid wurden dabei genommen. Ein Teil der Glutaminsaure 
wurde mit Ammoniak freigemacht und aus Wasser umkry- 
stallisiert. 


Analyse: 
0,1253 g Substanz; 0,1866 g CO, u. 0,0718g H,O. 
C H 
Gefunden: 40,61°/, 6,41°/, 


Berechnet C,H,O,N: 40,80°/, 6,12°/, 

Die krystallisierbaren Siuren wurden bei dieser Hydrolyse 
nicht abgetrennt, vielmehr wurde die Lésung sofort eingeengt 
und verestert und die Veresterung zweimal wiederholt. Die 
Ester wurden mit Barium freigemacht, ausgezogen und im 
Vakuum destilliert. Der Riickstand wurde von Barium befreit, 
dann wieder verestert, und diese zweimalige Wiederholung des 
Vorganges ergab die Ester B, C und D. Wahrend der Destil- 
lation bei weniger als 1 mm Druck mit der Geryk-Pumpe wur- 
den die sich entwickelnden Dampfe durch Schwefelsdure absor- 
biert, statt durch fliissige Luft kondensiert zu werden. Diese 
Methode haben wir schon friiher beschrieben.') Es sei hervor- 
gehoben, daB wihrend der vorangehenden Destillation der nied- 
riger siedenden Fraktionen mittels der Wasserstrahlpumpe die 
entweichenden Dampfe nicht durch Schwefelséiure gesogen wer- 
den; vielmehr wird die Pumpe, die mit einem kleinen Manometer 


1) Diese Zeitschr. 10, 214, 1908. 
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verbunden ist, an jenem Rohr befestigt, das an dem Fischer- 
Harriesschen Apparat dazu besimmt ist, das Vakuum abzu- 
lassen. Diese Funktion wird durch einen Hahn mit einem T-Rohr 
vollzogen, das einen Teil der Verbindung mit der Pumpe bildet. 
Folgende Fraktionen an Destillationsprodukten entstehen 
bei den verschiedenen Veresterungen: 
Temp.d. Druck Ausbeuten 
Frak. Dampf. inmm A B C D Sum. 
I. von 70—75° 12,0 2665 15,30 12,70 7,10 61,8 
II. bis 100° 0,5 43,30 25,00 14,10 5,20 87,6 
III. bis 140° 0,5 57,90 32,90 12,60 3,00 106,4 
Fraktion I (von 70° bis 75° bei 12 mm). 
Die Ester, die durch Kochen am RiickfluBkihler mit dem 
7 oder 8fachen Volumen Wasser verseift waren, ergaben 16,4 ¢ 
Aminosaéuren. Nach dem Ausziehen des Prolins durch abso- 
luten Alkohol ging ihre Menge auf 7,1 g zuriick. Sie wurden 
in wenig Wasser gelést und mit einer alkoholischen Lésung von 
8g Pikrinsiure versetzt. Man erhielt 5,65g pikrinsaures Gly- 
kokoll, die 1,40g Glykokoll entsprechen, vom Schmelzpunkte 190°. 


Analyse: 


0,1277 g Substanz ergaben 19,9 ccm Stickstoff bei 20° und 


766mm (iiber 23°/,igen KOH). 
N 


Gefunden: 17,97°/, 
Berechnet C,H,N,O,: 18,43°/, 


Das Filtrat wurde vermittels Schwefelsaure und Ather von 
der Pikrinséure befreit und mit dem Alanin der Fraktion II 
auf diese Aminosaure verarbeitet. 


Fraktion II (bis 100° bei 0,4—0,6 mm), 


Die Tatsache, da8 Leucinester durch Extraktion mit Ather 
von den andern Estern getrennt werden konnte, war noch nicht 
bekannt, als diese Fraktion verarbeitet wurde; infolgedessen 
wurde sie sofort durch Kochen mit Wasser verseift. Man er- 
hielt so 58,6g Aminosiuren. Nachdem das Prolin mit kochendem 
Alkohol ausgezogen war, blieben 47,5g zuriick. Diese wurden 
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einer fraktionierten Umkrystallisation unterworfen und ergaben 
Leucin, Valin und Alanin in analytisch reinem Zustande. Man 
erhielt 21,7g reines Leucin, 1,0g reines Valin und 15,2¢ einer 
Mischung von Leucin und Valin, die durch die Krystallisation 
nicht trennbar war. 
Leucin-Analyse: 
0,1169g Substanz ergaben 0,2341 g CO, und 0,1021 g H,O. 
C H 
Gefunden: 54,74°/, 9,77°/, 
Berechnet C,H,,NO,: 54,92°/, 9,99°/, 


Valin-Analyse: 
0,1453 g Substanz ergaben 0,2732 g CO, und 0,1239g H,O. 
C H 
Gefunden: 51,28°/, 9,53°/, 
Berechnet C,H,,O,N: 51,24°/, 9,47°/, 


Aus der Mutterlauge des Leucins und Valins plus der des 
Glykokolls aus Fraktion I wurden 10,2g Alanin gewonnen. 


Alanin-Analyse: 
0,1590 g Substanz ergaben 0,2360g CO, und 0,1093 g H,O. 
C H 
Gefunden: 40,48°/, 7,69°/, 
Berechnet C,H,O,N: 40,42°/, 7,93°/, 


Prolin. 

Die alkoholischen Extrakte der Aminosauren aus Frak- 
tion I und IL wurden vereinigt eingeengt und wieder mit abso- 
lutem Alkohol aufgenommen. Der ungeléste Teil wurde durch 
Filtration abgetrennt und das Filtrat bis zur Trockne einge- 
dampft. Der Riickstand war in kaltem Alkohol vdllig léslich. 
Die in Alkohol lésliche Saéure, als Prolin berechnet, macht 16,4g 
aus. Zur Identifizierung wurde es mit Bariumhydrat racemi- 
siert und ins Kupfersalz verwandelt. Das letztere war nach 
einer Umkrystallisation aus wenig Wasser rein. Es zeigte die 
charakteristische Verinderung von blau zu violett beim Erhitzen, 
und das wasserfreie Salz hatte folgende Zusammensetzungen: 

0,1544g Substanz ergaben 0,0329 g Kupfer durch Elektrolyse. 
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Cu 
Gefunden: 21,31°/, 
Berechnet Cu(C,H,O,N),: 21,80°/, 


Fraktion III (bis 140° bei 0,4—0,6 mm). 

Die Ester dieser Fraktion wurden bei jeder Veresterung in 
drei Volumen Wasser gegossen und der Phenylalaninester nach 
der Angabe von Fischer mit Ather ausgezogen. Der Phenylalanin- 
ester wurde dann mit konzentrierter Salzsiure verseift und die 
Lésung stark konzentriert. Die Ausbeuten an Phenyalaninhydro- 
chlorid der einzelnen Fraktionen wurden zusammen aus kon- 
zentrierter Salzsiure umkrystallisiert. Die Aminosiure wurde 
mit Ammoniak freigemacht und aus Wasser umkrystallisiert ; 
erhalten wurden 9,36 g. 


Analyse: 
0,1291 g Substanz ergaben 0,2975 g CO, und 0,0786 g H,O. 
C H 
Gefunden: 65,07°/, 7,05°/, 


Berechnet C,H,,O,N: 65,41°/, 6,72°/, 


Aus dem Filtrat vom umkrystalliserten Phenylalaninhydro- 
chlorid wurde 4,2 g rohes Leucin (C = 53,07°/,, H 9,58) ge- 
gewonnen. 

Die nicht durch Ather ausziehbaren Ester wurden mittels 
Bariumhydratlisung verseift. Da asparaginsaures Barium nicht 
leicht krystallisiert, wurden die vereinigten Lésungen durch 
Schwefelsiure vom Barium befreit, konzentriert und mit gas- 
foérmiger Salzsiure gesittigt. Man erhielt 1,0 g salzsaure 
Glutaminsaure, wodurch die Gesamtausbeute daran auf 37,0 g 
stieg, was 29,67 g freier Glutaminsaéure entspricht. 

Das Filtrat wurde durch Konzentration im Vakuum von 
Salzsiure befreit und mit Bleioxyd und Silbersulfat behandelt. 
Durch direkte Krystallisation wurden so 6,10 g Asparaginsadure 
gewonnen. 


Analyse: 
0,1526 g Substanz ergaben 0,2032 g CO, und 0,0757 g H,0O. 
C H 
Gefunden: 36,14°/, 5,55°/, 


Berechnet C,H,O,N: 36,06°/, —5,30°/, 
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Ubrig blieb ein betrachtlicher Riickstand, aber man konnte 
daraus weder durch Krystallisation noch durch Behandlung 
mit Kupferacetat eine definierte Substanz erhalten. 


Zweite Hydrolyse. 


Die in der Einleitung angegebene Methode wurde bei dieser 
Hydrolyse befolgt. 

Tyrosin und Hexonbasen, die bei der ersten Hydrolyse 
nicht ermittelt waren, wurden hier bestimmt. Serin, das nicht 
aus dem Ester isoliert werden konnte, wurde in diesem Falle 
leicht aus dem bariumfreien Riickstande der mit Ather ausge- 
zogenen Ester gewonnen. Man gewann auch Glykokoll aus diesem 
Riickstande, wodurch sich die Ausbeute daran noch vergréBerte. 
Der gréBere Teil des Leucins und des Valins wurde durch 
Krystallisation abgeschieden, bevor die Saéuren verestert wurden, 
und die Ausbeute stieg infolgedessen. Die Methode zur Be- 
stimmung der iibrigen Produkte war nicht verschieden von der 
in der ersten Hydrolyse angewandten, so da8 wir nur die 
Isolierung derselben beschreiben werden. 

392 g Wittepepton wurden hydrolysiert und das Glut- 
aminsaéurehydrochlorid abgeschieden. Das Filtrat samt der 
Mutterlauge vom umkrystallisierten Glutaminsaéurehydrochlorid 
wurde im Vakuum eingedampft, um den gréfSeren Teil der 
Salzsiure zu entfernen. Die Lésung wurde dann bis auf 7 Liter 
verdiinnt und mit Bleioxyd bis zur alkalischen Reaktion er- 
wirmt. (Das Bileioxyd war mit Baryt gefallt, durch Dekantieren 
gewaschen und in Form einer Paste aufbewahrt.) Uber Nacht 
lie8 man die Lésung abkiihlen und filtrierte sie dann. Die 
harzigen Beimengungen waren augenscheinlich durch den Nieder- 
schlag absorbiert, denn die Lésung ging klar und nur leicht 
gefarbt durchs Filter. Das noch zuriickgebliebene Chlor wurde 
durch Titration von 5ccm nach Volhard bestimmt und durch 
Erwairmen mit der erforderlichen Menge (146,5 g) Silbersulfat 
entfernt. Der gréBere Teil des aufgelésten Bleies wurde durch 
Zugabe von Schwefelsiure entfernt, solange noch ein Nieder- 
schlag entstand. Die geringen, noch restierenden Mengen 
des Metalls wurden durch Schwefelwasserstoff und der Uber- 
schu8 von Schwefelsiure durch Baryt gefallt. Das Volumen 
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der Lésung wurde auf 7 Litern gehalten, um einen Verlust an 
Tyrosin méglichst zu vermeiden. 


Tyrosin. 

Die Lésung wurde auf ungefihr 1200 ccm konzentriert und 
iiber Nacht bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Unter dem 
Mikroskop sah man, da die abgeschiedene Substanz fast allein 
aus Tyrosinnadeln und aus wenigen Leucinkiigelchen bestand. 

Das Tyrosin wurde mit Wasser ausgewaschen, dann mit 
Alkohol und Ather behandelt und im Vakuum getrocknet. 
Es wog 12,72 g und war praktisch rein, wie die Stickstoff- 
analyse zeigte. 

Analyse: 

0,1608 g Substanz ergaben 10,8 ccm N bei 19° und 755 mm 
liber 23°/,iger KOH). 

N 
Gefunden: 7,66°/, 
Berechnet C,H,,0,N: — 7,73°/, 


Die Menge, welche zur Kohlenwasserstoff-Verbrennung ge- 
braucht wurde, war noch umkrystallisiert. 


Analyse: 
0,1620 g Substanz ergaben 0,3568 g CO, und 0,0906 g H,0. 
C H 
Gefunden: 60,06°/, 6,28°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 59,67°/, 6,08°/, 


Krystallisierbares Leucin und Valin. 


Das Filtrat von dem Tyrosin wurde auf dem Dampfbade 
konzentriert, bis die Krystallisation gut einsetzte, und dann iiber 
Nacht im Kiihlraume belassen. Die Krystalle erschienen unter 
dem Mikroskop ganz frei von Tyrosinnadeln. 

Die Substanz wurde mehrere Male mit kleinen Portionen 
kalten Wassers, dann mit Alkohol gewaschen und im Vakuum 
getrocknet. Das Produkt wog 19,20 g und war fast weiB, der 
Stickstoffinhalt erwies das Vorliegen von fast reinem Leucin. 


Analyse: 
0,0960 g Substanz ergaben 9,0 ccm N bei 750 mm und 16° 


(iiber 23°/,iger KOH). 
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N 
Gefunden: 10,84°/, 
Berechnet C,H,,0,N:  10,69°/, 


Die Kohlen-Wasserstoff-Analyse zeigte indessen, daB die 
Substanz nicht rein war, sondern zweifellos die gewdhnliche 
Mischung von Leucin mit Valin darstellt, und zwar war letzteres 
in verhaltnismaBig geringer Menge vorhanden, 


Analyse: 


0,1122 g Substanz ergaben 0,2218 g CO, und 0,0986 g H,O. 
C H 
Gefunden: 53,91°/, 9,83°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 54,92°/, 9,99°/, 


Durch weitere Konzentration, die schlieBlich bis auf ungefahr 
500 cem fortgesetzt wurde, erhielt man zwei neue Fraktionen 
rohen Leucins, die 21,6 g ausmachten. Dieselben ergaben 10,88 
und 10,72°/, Stickstoff. 

Das Filtrat wurde bis auf 7 Liter verdiinnt und mit 
Schwefelsiure angesaéuert, dann die Hexonbasen daraus durch 
Phosphorwolframsaure ausgefallt. Der Niederschlag wurde mit 
Phosphorwolframsaurelésung gewaschen, dann in einer hydrau- 
lischen Presse unter 300 kg Druck ausgepreBt. 

Das Filtrat der Phosphorwolframate wurde vom Fallungs- 
mittel befreit und im Vakuum eingeengt. Dabei schied sich 
eine neue Fraktion von Aminosiuren ab. Diese wurde umkry- 
stallisiert und lieferte 6,5 g rohen Leucins (Kohlenstoff = 52,8°/,). 
Dieses ergibt an krystallisiertem Leucin und Valin eine Gesamt- 
ausbeute von 47,9 g. 

Um die Zusammensetzung des Gemisches noch scharfer 
festzustellen, wurden 40 g davon verestert, die Ester mit Baryt 
freigemacht und destilliert. 








Frak- | Temperatur | Temperatur | te | Gewicht | Gewicht der 


tion | des Bades | der Dampfe | 'der Ester Aminosiuren 











I. | bis 90° | 43—70° | 12mm | 34 | 0,4 

II. bis 150° 60—90° (2bis25mm' 29,9 | 238 
| } 

24,2 








Hydrolyse von Wittepepton. 451 


Wahrend der Destillation stieg die Temperatur bis auf 43°, 
nachdem der Ather und Alkohol iibergetrieben waren, und blieb 
auf dieser Héhe, wahrend eine kleine Menge Fliissigkeit iiber- 
destillierte, und stieg dann schnell bis auf 70°. Dann wurde 
die Gerykpumpe eingeschaltet und fast die gesamten Ester bei 
60 bis 65° iiberdestilliert. Fraktion II, welche nahezu alle 
Aminosauren enthielt, wurde in drei Volumen Wasser gegossen 
und die Lésung mit einer gleichen Athermenge extrahiert. Die 
atherische Lésung wurde dann dreimal mit Wasser gewaschen. 
Als der Riickstand des atherischen Auszuges verseift wurde, 
ergab er beim erstmaligen Umkrystallisieren reines Leucin. 


Analyse. 
0,1507 g Substanz ergaben 0,3029 g CO, und 0,1366 g H,O. 
Cc H 
tefunden: 54,81°/, 10,14°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 54,92°/, - 9,99°/, 


Der atherische Extrakt ergab 16,0 g Leucin, die un- 
extrahierten Ester ergaben 7,7 g rohen Valins (Kohlenstoff 
== 49,79°/,, Wasserstoff — 8,94°/,). Die Umkrystallisation fiihrte 
zu einer Substanz von der Zusammensetzung des reinen Valins. 


Analyse. 
0,1447 g Substanz ergaben 0,2720 g CO, und 0,1198 g H,O. 
C H 
Gefunden: 51,14°/, 9,26°/, 
Berechnet C,H,,O,N: 51,24°/, 9,47°/, 


Anscheinend waren Leucin und Valin in den krystallisierten 
Aminosaéuren ungeféhr in dem Verhiltnis von 2:1 vorhanden. 

Der Riickstand aus der Veresterung wurde abermals ver- 
estert und ergab noch 3,8 g Aminosaéuren, wodurch eine Gesamt- 
ausbeute von 70°/, der urspriinglichen 40g erreicht wurde. 
Wenn man den verhiltnisma8ig groBen Verlust in Betracht 
zieht, der bei der Behandlung und Destillation einer so kleinen 
Menge in einem Apparate entsteht, der fiir die gréBeren, ge- 
wohnlich bei der Proteinhydrolyse gewonnenen Quantititen 
bestimmt ist, so ist das Ergebnis befriedigend und zeigt, daB 
die Bariummethode, die Ester in Freiheit zu setzen, keine 


Verluste oder unvollstandige Extraktion zur Folge hat. 
30* 
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Veresterung der nicht krystallisierbaren Aminosiauren. 
Das Filtrat von den Hexonbasen und den auskrystallisierten 
Séuren wurde verestert. Der Riickstand wurde von Barium 
befreit und nochmals verestert. 





Frak- | Temperatur Temperatur Ausbeute _ 
tion | des Bades der Dimpfe | Druck 2: £3 oe Inegesomt 
I. bis 100° bis zu 65° 12 mm 13,0 7,9 20,9 
Il. » 120° on 0,3 ,, 22,8 | 8,4 31,2 
III. » 180° » sao 0,3 ,; 34,0 6,4 40,4 
92,5 











Glykokoll aus den Estern. 


Fraktion I wurde nochmals verestert, die Esterlésung im 
Vakuum eingedampft und mit Salzsiuregas gesittigt. Beim 
Stehen schieden sich aus der Lésung 0,9 g Glykokoll-Ester- 
Chlorhydrat ab, was 0,59 g Glykokoll gleich kommt. Viel mehr 
gewann man aus dem Esterriickstande, wie spater beschrie- 
ben wird. 


Analyse des umkrystallisierten salzsauren Glykokollesters: 
0,1425 g Substanz verbrauchten 10,10 ccm */,,-AgNO,. 
Cl 
Gefunden: 25,13°/, 
Berechnet ©C,H,,O,NCI: 25,40°/, 


Leucin und Valin. 


Fraktion II ergab 23 g Aminosiuren. Sie wurden mit 
absolutem Alkohol extrahiert, um Prolin zu entfernen, und 
einer fraktionierten Krystallisation unterworfen. Das Leucin 
war durch die vorhergegangene Krystallisation praktisch entfernt 
worden, denn die schwerldslichste Fraktion (7,5 g) ergab bei 
der Analyse Daten, die denen des Valins verhiltnismaBig 
nahestanden. 


Analysen: 
(1) 0,1395 g Substanz ergaben 0,2661 g CO, und 0,1177 g H,O. 
(2) 0,1423 g Substanz ergaben 0,2717 g CO, und 0,1200 g H,O. 
C H 
Gefunden: 52,02°/, 9,44°/, 
* 52,05°/, 9,43°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 51,24°/, 9,47°/, 














Hydrolyse von Wittepepton. 453 


Die Substanz wurde durch Kochen mit Kupferoxyd ins 
Kupfersalz umgewandelt, und das Kupfersalz mit Methylal- 
kohol extrahiert, um das Valin aufzulésen. Die Lésung wurde 
im Vakuum bis zur Trockene eingedampft, und das Kupfer 
in dem wasserfreien Salz elektrolytisch bestimmt. 

0,2105 g Substanz ergaben 0,0444 g Cu. 


Cu 
Gefunden: 21,20°/, 
Berechnet: Cu(C,H,,0,N), 21,50°/, 


Das Kupfersalz wurde mit Schwefelwasserstoff zerlegt, 
die Aminosiure mit Baryt neutralisiert und in die a-Naphthyl- 
isocyanatverbindung nach Neuberg und Manasse’) verwandelt. 
Aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert, schmolz die Substanz 
bei 180 bis 181° in Ubereinstimmung mit den Angaben von 
Osborne’) fiir die Racemform des Valins. 


Analyse: 
0,1524 g Substanz ergaben 0,3733 g CO, und 0,0857 g H,O. 
C H 
Gefunden: 66,80°/, 6,38°/, 
Berechnet C,,H,,0,N,: 67,10°/,  6,33°/, 


Aus dem Filtrat der Fraktion, die das Valin, wie oben 
beschrieben, ergeben hatte, wurden noch 2g an Valin ge- 


wonnen. 
Analyse: 


0,1544 g Substanz verbrauchten 12,96 com N/10 Schwefel- 
siure (nach Kjeldahl). 


N 
Gefunden: 11,76°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 11,96°/, 


Hierdurch steigt die Gesamtausbeute an Leucin und Valin 
auf 57,4g oder 14,7°/,, wahrend die erste Hydrolyse durch 
Veresterung allein nur 11,7°/, ergab. 

Serin. 

Der Riickstand, welcher nach der Entfernung der kry- 

stallisierbaren und veresterten Aminosiuren sowie der Hexon- 


1) Neuberg u. Manasse, Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 88, 2359, 1905. 
2) Osborne, Amer. Journ. of Physiol. 17, 238, 1906. 
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basen zuriickblieb, wurde von Barium befreit und zu einem 
Sirup auf dem Dampfbade eingeengt. Der Sirup wurde 
in einer kleinen Menge heiBen Wassers aufgenommen und 
durch allmahliche Zugabe von mehreren Volumen absolutem 
Alkohols gefallt. Der Niederschlag war ein Gemisch von 
Serin und Glyhokoll. 

Die Mischung wurde in heiBem Wasser gelést und Alko- 
hol zugegeben, bis die Krystallisation begann. Die Lésung 
wurde iiber Nacht in den Eisschrank gestellt und so 3,1 g 
reines Serin gewonnen. Der Schnelligkeit nach zu schlieBen, 
mit der die Krystallisation vor sich ging, lag augenscheinlich 
die inaktive Form vor. 


Analyse: 


0,1407 g Substanz ergaben 0,1768 g CO, u. 0,0830 g H,O. 
0,1439 g Substanz ergaben 17,0 ccm Stickstoff bei 18° und 
741 mm (iiber 23°/,iger KOH), 
C H N 
Gefunden: 34,28°/,  6,60°/,  13,54°/, 
Berechnet C,H,O,N:  34,26°/,  6,72°/, —13,33°/, 


Nachdem das Glykokoll als Pikrat entfernt war, wurde 
die Mutterlauge eingedampft und mit Alkohol bis zur Triibung 
versetzt. Nach einigen Tagen des Stehens im Eisschrank 
krystallisierten noch 0,7g unreines Serin langsam aus. (C = 37,0°/,, 
H = 6,58°/,). 

Der nicht krystallisierte Riickstand wurde in der Annahme, 
daB er Oxyprolin enthalten kénnte, ins Kupfersalz verwandelt. 
Um andere Kupfersalze niederzuschlagen, wurde die Lésung 
mit 4 Volumen absoluten Alkohols behandelt. Der geringe 
Niederschlag wurde abfiltriert und die Lésung zur Trockne 
eingedampft, Der Riickstand wurde mit absolutem Alkohol 
extrahiert, aber dabei ging nur sehr wenig Substanz in Lésung. 
Der Riickstand wurde bei 110° getrocknet und wog 1,37 g. 

Die Analyse gab die Zusammensetzung von Serinkupfer. 


0,2263 g Substanz lieferten 0,0526 g Kupfer (elektrolytisch) 
Cu 
Gefunden : 23,25°/, 
Berechnet Cu(C,H,O,N),: 23,40°/, 
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Levene und Beatty erhielten auf die gleiche Methode 
aus Eiereiweif eine Substanz von der ungefaihren Zusammen- 
setzung des Serins. 

Es schien méglich, daB dies die aktive Form war, deren 
Vorkommen in Proteinen bis jetzt nur auf indirektem Wege von 
Fischer und seinen Schiilern dargetan wurde. 1,055 g Kupfer- 
salz, entsprechend 0,817 g Serin, wurden mit Schwefelwasser- 
stoff zerlegt, der Uberschu8 von Schwefelwasserstoff ausgetrieben 
und die Spur entstanderSchwefelsiure durch eine kleine Menge Ba- 
riumhydrat und dessen Uberschu8 durch Behandlung mit Kohlen- 
siure und Aufkochen entfernt. Die Operation wurde mit quan- 
titativen VorsichtsmaBregeln ausgefiihrt. Die Lésung wurde 
auf weniger als 10 ccm eingedampft, dann auf dieses Volumen 
fiir die Untersuchung auf Drehungsvermégen gebracht. Spezi- 
fisches Gewicht 1,035; Seringehalt der Lésung: 7,89°/, Drehung 
im 0,865 dm-Rohr — — 0,64°. 


la] p?°° = 9,06° 


Fischer und Jacobs*) fanden, daB das synthetische 
l-Serin eine spezifische Drehung von — 6,87° besaB. Es ist 
augenscheinlich, da8 die von uns erhaltene Substanz eine 
stirker linksdrehende Verunreinigung einschloB, wahrscheinlich 
Oxyprolin, welches eine Drehung von — 81,04°*) aufweist. Die 
genaue Analyse des Serinkupfersalzes miiBte ein Vorhandensein 
von einer nur geringen Verunreinigung anzeigen; die Wahr- 
scheinlichkeit besteht aber, da8 die Drehung hauptsichlich von 
dem Serin selbst herriihrt. Indessen konnte das aktive Serin 
nicht in krystallisierter Form gewonnen werden, so daB die 
Frage noch unentschieden ist. Wir beabsichtigen spiter darauf 
zuriickzukommen. 


Glykokoll aus dem Riickstande. 


Nachdem die erste Serinfraktion gewonnen war, wurden 
die Mutterlaugen bis zu einem kleinen Volumen eingeengt und 
mit 12g Pikrinsaure in gesittigter alkoholischer Lésung behandelt. 

10g Glykokollpikrat wurden gewonnen, was 2,47 g 


1) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 89, 2948, 1906, 
2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 85, 2620, 1902, 
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Glykokoll entspricht. Die umkrystallisierte Substanz schmolz 
bei 189°. 
Analyse: 

0,1199 g Substanz ergaben 19,2 ccm Stickstoff bei 21° und 
756mm (iiber 23°/,iger KOH.) 

0,1673 g Substanz ergaben 0,1950 g CO, u. 0,0408g H,0. 

O H C 
Gefunden : 31,79°/,  27,3°/, 18,12°/, 
Berechnet C,H,O,N .C,H,O,N,: 31,57°/, 26,5°/, —-:18,43°/, 
Histidin, Arginin und Lysin. 

Die Hexonbasen sind als Phosphorwolframate aus den 
Produkten der zweiten Hydrolyse gefallt worden. Drei Viertel 
des Niederschlages wurden von Phosphorwolframsaure befreit 
und verestert, um festzustellen, ob nachweisbare Mengen irgend- 
welcher Monoaminoséuren durch die Phosphorwolframsaure 
niedergerissen waren. Die Ergebnisse waren negativ, man erhielt 
nur Spuren von Ester. 

Von den zuriickbleibenden Phosphorwolframaten wurde 
eine Menge, die 43,0 g Wittepepton entsprach, zur Ermittelung 
der Hexonbasen nach Kossel und Patten‘) benutzt. 

Die Histidinlésung wurde auf 100 ccm verdiinnt, und der 
Stickstoff in 20 ccm nach der Methode von Kjeldahl] bestimmt. 
12,06 ccm N/10-Schwefelsiure wurden verbraucht, entsprechend 
0,325 g Histidin in 43 g Pepton, gleich 0,75°/,. 

Die Argininlésung wurde auf 250 ccm verdiinnt und 20 ccm 
fiir die Kjeldah1l-Bestimmung genommen. 11,65 cem von N/10- 
Schwefelsiure wurden neutralisiert, die 0,634 g Arginin oder 
1,48°/, anzeigten. 

Das Lysin wurde noch einmal als Phosphorwolframat 
gefallt und als Pikrat bestimmt. Es wurden 2,71 g Pikrat 
(== 1,06 g Lysin) oder 2,47°/, gewonnen. 


Analyse: 
0,1221 g Substanz ergaben 21,0 ccm Stickstoff bei 29° und 


763 mm (iiber 23°/,iger KOH). - 


Gefunden: 18,87°/, 
Berechnet C,,H,,0,N,: 18,70°/, 


1) Zeitschr. f. physiol. Chom. 88, 39, 1903. 
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Bei der im voraufgegangenen beschriebenen Analyse von 


Wittepepton wurden die folgenden Mengen an Aminoséuren aus 
100 g Pepton gewonnen. Die Resultate von Brunner’) fiir 
Fibrin, die Muttersubstanz des Wittepeptons, sind hier zum 
Vergleiche mit angefiihrt: 


Wittepepton Fibrin 
Tyrosin 3,25 3.3 
Glykokoll 0,78 2,2 
Alanin 2,83 3,1 
Valin undLeucin 14,70 Leucin 13,0 
Valin vorhanden 
Phenylalanin 2,60 1,2 
Glutaminsaure 8,24 6.6 
Asparaginsaure 1,70 1,7 
Prolin 4,56 2.4 
Oxyprolin 0,00 _ 
Serin 1.18 wahrscheinlich 
vorhanden 
Histidin 0,75 — 
Lysin 2,71 --- 
Arginin 1,48 — 
Tryptophan vorhanden vorhanden 
Gesamtausbeute: 47,78 33,5 


1) Loc. cit. 








Uber Plastein. 


Von 


P. A. Levene und D. D. van Slyke. 
(Aus dem Rockerfeller Institute for Medical Research, New York.) 


(Eingegangen am 20. August 1908.) 


Unter Plastein versteht man diejenige eiweiBartige Sub- 
stanz, die bei der Einwirkung von Enzymen auf konzentrierte 
Lésungen von hydrolytischen EiweiSspaltungsprodukten ausfallt. 
Die Méglichkeit, aus den Verdauungsprodukten solche Sub- 
stanzen zu erhalten, wurde von Danilewski und Okunew 
im Jahre 1895 aufgefunden. Sie stellten fest, daS Lab die 
Bildung solcher Niederschlage in konzentrierten Albumoselésun- 
gen verursache. Man hat dieser Reaktion eine grofe Bedeu- 
tung beigelegt, da man sie als Beispiel einer EiweifSsynthese 
durch Enzyme auffaBte — reversible Verdauung. Der dem 
so entstandenen Produkte spiater beigelegte Name _ ,,Plastein‘‘ 
ist in dieser Arbeit akzeptiert worden. 

Andere Forscher haben gefunden, daB verschiedene Enzyme 
die Fahigkeit besitzen, eiweiBahnliche Substanzen aus Albumose- 
lésungen zu fallen. Kurajeff*) erzielte positive Resultate mit 
Papayotin. Niirnberg*) erhielt plasteinerzeugende Enzyme 
aus Extrakten verschiedener autolysierter Organe von Schwei- 
nen, Hunden und Rindern, wobei sich Pankreasextrakt als am 
wirksamsten erwies. Herzog*) berichtete iiber das unzweifel- 
hafte Auftreten synthetischer Prozesse in Albumoselésungen 
unter dem Einflusse von Pepsin und Trypsin; als Beweis dafiir 
sah er die Zunahme der Viscositaét solcher Lésung an. 


1) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 2, 411, 1902. 
2) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol. 4, 543, 1904. 
3) Zeitschr. f. physiol. Chem. 39, 305, 1903. 
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Taylor’) hat ungewohnlich scharfe Resultate mit trypti- 
schem Ferment aus der Leber Schizothaeries Nutallii, einer an 
der Kiiste des Stillen Ozeans vorkommenden Muschel, erzielt. 
Ein Protamin aus Roccus Lineatus wurde mit diesem Trypsin 
verdaut, bis Siattigung mit Chlornatrium keinen Niederschlag 
mehr ergab. Nach Konzentrieren der Verdauungslésung und 
Stehenlassen derselben mehrere Monate hindurch unter der Ein- 
wirkung desselben Enzyms bildete sich eine Substanz mit gleichen 
Eigenschaften und von gleicher Zusammensetzung wie das ur- 
spriingliche Protamin. Robertson*) machte die Beobachtung, 
daB eine deutlich synthetische Einwirkung desselben Enzyms 
auf Caseoselésungen vorhanden sei. Zak*) glaubt proteosyn- 
thetische Wirkung mit ,,Pyocyanase‘‘-Extrakt vom Bacillus pyo- 
cyaneus erzielt zu haben. 

Uber die Natur des Plasteins gehen die Ansichten der 
Forscher weit auseinander. Sawjalow*) betont die eiweif- 
artige Beschaffenheit desselben und weist nach, daf es riick- 
verdaut werden kann, und da® die Produkte der Riickverdau- 
ung alle Pickschen Albumosen enthalten. Insbesondere ge- 
rinnen die Plasteine sehr leicht. Nun weist Sawjalow als 
SchluBfolgerung aus seinen Versuchen darauf hin, daB die Ver- 
dauung im Magendarmkanal darin bestehe, aufgenommene Pro- 
teine zu spalten und sie zu einem fiir die Blutzirkulation ge- 
eigneten Eiweifs wieder aufzubauen. Mit diesem EiweiB werden 
alsdann die K6érperzellen ernaéhrt, wahrscheinlich durch Koagu- 
lation der Substanzen an den betreffenden Stellen. In einer 
kiirzlich erschienenen Mitteilung wiederholt Sawjalow diese 
seine Hypothese. Er findet, daB die einzelnen Fraktionen der 
Pickschen Albumosen, wenn sie sorgfaltig gereinigt werden, 
keine Plasteine ergeben, sondern diese entstehen nur, wenn alle 
Fraktionen beisammen sind, soda8 also offenbar alle urspriing- 
lichen EiweiSbestandteile notwendig sind, um Plastein zu bilden. 
Da8 der Vorgang eine synthetischer war, ging ferner aus der 
Tatsache hervor, daB er die Schnelligkeit einer zwei- oder drei- 
fach molekularen Reaktion besa8. Die chemische Identitat der 


1) Journ. of Biolog. Chem. 3, 87, 1907. 

2) Journ. of Biolog. Chem: 8, 95, 1907. 

8) Beitrige z. chem. Physiol. u. Pathol. 10, 284, 1907. 
*) Pfliigers Arch. 85, 171, 1901. 
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Plasteine verschiedener Herkunft erschien auf Grund der Tat- 
sache als méglich, daB 19 von 30 Priaparaten verschiedener 
Proteine beinahe dieselbe Zusammensetzung zeigten. Dieses 
Produkt mit einer durchschnittlich gleichen Zusammensetzung 
kénnte (nach Sawjalows Hypothese) das fiir pinysiologische 
Resorption und Zirkulation gebildete Protein sein. 

Die letzten Resultate Sawjalows, aus denen hervorgeht, 
da8 Plastein nur aus dem vollstandigen Hydrolysierungsgemische 
hervorgehen kann und da8 Plastein alle Fraktionen der kom- 
plexen Proteine enthalt, stimmen mit denen vieler anderer 
Forscher nicht tiberein. Lawrow und Salaskin’) gewannen 
nach einer friiheren Mitteilung Plastein durch die Einwirkung 
von Lab auf die verschiedenen Pickschen Albumosen und 
sahen die Plasteine als albumoseartig und wahrscheinlich als 
Mischungen an. Es gelang D. Lawrow?*), Koagulosen aus Ver- 
dauungsprodukten, denen ihre basischen Bestandteile durch 
Ausfallung mit Phosphorwolframsaiure entzogen worden waren, 
zu erhalten. Diese Koagulosen ergaben bei der Hydrolyse keine 
basischen Spaltungsprodukte mehr. Daher kénnen sie nicht zu 
der Klasse der komplexen Proteide gehéren. Die Koagulose jedoch, 
die direkt aus Albumoselésungen gebildet wurde, lieferte basi- 
sche Spaltungsprodukte, ein Beweis dafiir, da8, wenn basische 
Gruppen vorhanden sind, sie mit in das Plastein hineingehen. 

Kurajeff*) fand, da8 Hetero- und Protofibrinose, auch 
Protocaseose, unter der Einwirkung von Lab kein Plastein er- 
gaben, daf aber Deuterofibrinose und -caseose 3 bis 4°/, Plaste- 
in bildeten. In einigen Fallen, in denen neben Lab Papayo- 
tin zur Anwendung kam, rief in einer gegebenen Loésung das 
eine Enzym Plastein hervor, das andere versagte. In allen 
Fallen hatten die Plasteine einen héheren Koblenstoff- und 
niedrigeren Stickstoffgehalt als die Albumosen, aus denen sie 
hervorgingen. Jedes Enzym schien einen bestimmten Teil des 
Verdauungsgemisches zu pricipitieren, und die daraus hervor- 
gehenden Plasteine waren von den Mutteralbumosen verschieden. 

Sacharow*) kam zu den obenerwahnten Ansichten Saw- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 86, 277, 1902. 

2) Zeitschr. f. physiol. Chem. 58, 1, 1907. 

3) Beitriige z. chem. Physiol. u. Pathol 2, 411, 1902. 
*) Biochem. Centralbl. 1, 233, 1902. 
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jalows gerade entgegengesetzten Schliissen. Sacharow sieht 
die Plasteine als die Produkte nicht einer Synthese, sondern 
einer weiteren Spaltung der Albumosen an, und diese Produkte 
werden bloB deshalb gefallt, weil die geeigneten Bedingungen, 
sie zu lésen, fehlen. Er stellte fest, daB ein aus Wittescher 
Peptonlésung durch Einwirkung von Papayotin gewonnener 
Niederschlag nach erneuter Auflésung durch gesiattigte Am- 
moniumsulfatlésung nicht gefaillt werden konnte. 

Offenbar war die Fallung ein Pepton gewesen, welches 
deshalb aus der Lésung ausgeschieden wurde, weil die Alkali- 
konzentration, die notwendig gewesen ware, um es gelést zu 
halten, fehlte. 

Bayers’) SchluBfolgerungen sind der Ansicht, daB Plastein 
ein regeneriertes Protein darstellt, noch radikaler entgegen- 
gestellt. Seine Experimente zeigen, daB die Muttersubstanz 
des Plasteins aus Wittepepton von verhiltnismaBig einfachem 
Bau und in einer Mischung von Alkohol und Aceton léslich 
ist. Das aus dieser Substanz gewonnene Plastein gab kein 
Biuret-, Millon- und Xanthoproteinreaktionen und wies sehr 
niedrigen Kohlenstoff- und Stickstoffgehalt auf (36,43 C und 
8,05 N). Der Verfasser glaubt, daB die eiweiBihnlichen Eigen- 
schaften der Plasteine anderer Forscher die Folgen von Unrein- 
lichkeiten sind. 

Aus dieser Ubersicht geht hervor, daS das Plastein nach 
den Ansichten der verschiedenen Forscher darstellen kann: 

1. das urspriingliche, aus seinen Spaltungsprodukten wieder 
aufgebaute EiweiB. 

2. eine synthetische Substanz eiweiSartiger Natur, aber 
nicht das urspriingliche EiweiB. 

3. gar keine synthetische eiweiBartige Substanz, sondern 
bloB eines der einfachen, durch weitere Albumosenverdauung 
entstandenen Produkte. 

Jedoch kann die chemische Erforschung keines der Plasteine, 
des Taylorschen aus verhiltnismaBig einfachem Protamin aus- 
genommen, als vollsténdig angesehen werden. In keinem Falle 
ist eine Analyse der Spaltungsprodukte vorgenommen worden, 
und folglich ist unsere Kenntnis der Plasteine ebenso unsicher 


1) Beitrage z; chem, Physiol. u. Pathol. 4, 554, 1904. 
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wie die der Proteine vor den Arbeiten von Fischer und anderen, 
die uns Methoden zur Bestimmung ihrer Bausteine angegeben 
haben. Die vorliegende Mitteilung bringt eine solche Analyse. 
Das Plastein wurde durch Einwirkung von Pepsin auf Witte- 
pepton erzeugt. 


Darstellung des Plasteins. 


Ungefaihr 140 g Plastein wurden wie folgt hergestellt: 

2000,0 g Wittepepton wurden in geniigend, 0,2°/, Salzsiure 
enthaltendem Wasser aufgelést, derart, daB eine 20°/,ige Pepton- 
lésung entstand. Zu dieser wurde eine Lésung von 25,0 ¢g 
Fairchilds Pepsin gefiigt, und diese Mischung blieb ungefahr 
10 Tage bei Zimmertemperatur stehen. Nach Verlauf dieser 
Zeit hatte sich ein schweres Pracipitat abgesetzt. Die Mischung 
wurde nun mit einer gleichen Menge Wasser verdiinnt und der 
Niederschlag durch Zentrifugieren gesammelt. Die Reinigung 
des Priacipitats wurde durch Waschen und Dekantieren, solange 
es moglich war, fortgesetzt. Nach einigem Waschen setzte sich 
das Priacipitat nicht mehr leicht zu Boden, sondern verblieb 
in einem Zustande der Suspension. Hier setzte die Reinigung 
mit 50°/,iger Alkohollésung, fortschreitend mit 75°/,igem und 
95°/,igem und endlich mit absolutem Alkohol und Ather ein. 

Das Produkt ergab bei der Elementaranalyse folgende 
Daten, (die Prozentzahlen sind fiir den Gehalt an 1,06°/, 
Asche korrigiert): 


I. 0,1732 g Substanz ergaben 0,324 g CO, u. 0,1037 g H,O. 


11. 0,1453g ,, »  0,2739 g CO, u. 0,0868 g H,0. 
III. 0,1484 g pA pa 18,5 cem Stickstoff bei 16° und 754mm 
(aber 23 °/,iger KOH). 
IV. 0,1441 g - pm 18,6 ccm Stickstoff bei 19° und 759 mm 
(iiber 23 °/,iger KOH). 
V. 0,6620 g = FP 0,0729 g Bariumsulfat. 
VI. 0,8270 g - »  0,0893 g Bariumsulfat. 
4 ie oF IV. V. VI. Durchschnitt. 
C 51,64 51,96 — — — — 51,70 
H 6,76 6,74 — — — a= 6,75 
N — _- 14,89 14,97 ~ — 14,93 
Ss — _ — — 1,50 1,53 1,52 


Oe) ie oa ee 
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Hydrolyse des Plasteins. 


Ubersicht. 


Tyrosin, die esterifizierbaren Monoaminosduren und die 
Hexonbasen wurden alle an ein und derselben Menge Plastein 
bestimmt. Dazu wurden 132,1 g trockene Substanz verwendet. 
Die Methode der Untersuchung war kurz folgende: 

Das Plastein wurde mit 20°/,iger Salzsiiure hydrolysiert 
und der Haupteil der Glutaminsiure als Hydrochlorid abge- 
schieden. Das Filtrat des Glutaminsiiurehydrochlorides wurde 
durch Konzentrieren und Behandeln mit Bleioxyd und Silber- 
sulfat von der Salzsiure befreit. Die Schwefelsiure wurde mit 
Bariumhydrat entfernt und das Tyrosin und der gréBte Teil 
des Leucins und Valins durch Krystallisation gewonnen. Darauf 
wurde ein aliquoter Teil des Filtrates ('/;) genommen und die 
Hexonbasen durch Phosphorwolframsiure gefallt. Die Hexon- 
basen des Niederschlages wurden nach den Methoden von 
Kossel und Patten') analysiert. Das Filtrat wurde vom 
Uberschusse des Fallungsmittels befreit, im Vakuum konzentriert 
und mit der Hauptlésung verestert. Die Ester wurden wie 
gewohnlich im Vakuum destilliert und die Aminoséuren in den 
verschiedenen Fraktionen bestimmt. 


Direkt erhaltene Glutaminsaure, 


132.1 g Plastein wurden durch Kochen mit ungefahr 
1 Liter 20°/,iger Salzsiure hydrolysiert. Die Substanz erwies 
sich als ziemlich widerstandsfaihig; denn mehr als 15 Stunden 
langes Kochen war notwendig, bis die Biuretreaktion negativ 
wurde. Die Lésung wurde auf ungefahr 400 ccm eingeengt, 
unter Kihlung mit Salzsiuregas gesattigt, mit Glutaminsiure- 
hydrochlorid geimpft und dann 10 Tage bei 2° stehen gelassen. 
Die ungereinigte salzsaure Glutaminséure wurde iiber Asbest 
abfiltriert, mit konzentrierter Salzsiure gewaschen und dann 
mit Barytlésung gekocht, um das Ammoniak zu _vertreiben. 
Die Lésung wurde durch Schwefelsiure quantitativ von Barium 
befreit, auf 150 ccm eingeengt und mit HCl-Gas gesittigt. 
Das wieder auskrystallisierte und abgeschiedene Glutaminsaure- 


1) Zeitschr. f. physiol. Chem. 38, 39, 1903. 
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chlorhydrat wurde abfiltriert, mit konzentrierter Salzsiure ge- 
waschen und im Vakuum iiber KOH bis zu konstantem Ge- 
wichte getrocknet. Das Produkt wog 11,28 g, war weif und 
analysenrein. 


Analyse: 
0,2118 g Substanz verbrauchten 11,70 ccm /,,-AgNO,; 
Cl 
Gefunden: 19,59 °/, 


Berechnet C,H,O,N.HCI: 19,31 °/, 


Tyrosin sowie krystallisierbares Leucin und Valin. 


Die Filtrate von Glutaminséurehydrochlorid wurden ver- 
einigt und durch Eindampfen im luftverdiinnten Raume zum 
Teil von HCl befreit. Darauf wurde die Lésung auf 6 Liter 
verdiinnt und die Salzsiure méglichst mit Bleioxyd entfernt. 
Der Chlorgehalt wurde alsdann in einem aliquoten Teile der 
Lésung durch Titration bestimmt und Silbersulfat im geringen 
Uberschu8 hinzugefiigt. Der Uberschu8 an Silber und Blei 
wurde durch H,S und die Schwefelsiure durch eine entsprechende 
Menge Bariumhydrat entfernt. Das Filtrat war klar und nur 
leicht gelb gefirbt. Nun wurde es im Vakuum eingeengt, 
bis das Tyrosin zu krystallisieren begann. Es wurde abfiltriert 
und gewaschen, noch ehe die Lésung sich ginzlich abgekihlt 
hatte. Unter dem Mikroskop schien es blo8 aus Tyrosinnadeln 
zu bestehen, und wirklich war es ohne Umkrystallisation ana- 
lysenreines Tyrosin. Gewicht 3,0 g. 


Analyse: 
0,1376 g Substanz ergaben 0,3022 g CO, und 0,0763 g H,O. 
C H 
Gefunden: 59,89 °/, 6,20 °/, 


Berechnet C,H,,0,N: 59,67 °/, 6,08 °/, 


Das Filtrat wurde nun wieder im Vakuum konzentriert, 
bis Krystallisation eintrat. Die Krystalle wurden wie die der 
folgenden Krystallanschiisse auf der Nutsche abfiltriert und 
mit 50°/,igem Alkohol griindlich gewaschen. Das Produkt war 
nahezu weiB. Eine Kjeldahlbestimmung ergab, daB es 10,28 °/, 
Stickstoff enthielt. (Berechnet auf Leucin 10,69°/,, auf Tyrosin 
7,73 °/,-) 
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Das Filtrat des ersten Leucinanschusses blieb iiber Nacht 
im Eisschranke stehen. Es wurden noch 6,2 g rohes Leucin 
gewonnen. Dieser Teil ergab die Millonsche Probe auf Tyrosin. 
Um ihn von Tyrosin zu befreien, wurde er mit der ersten 
Portion vereinigt und umkrystallisiert, der zuerst ausgeschiedene 
Teil (3,5 g) enthielt das Tyrosin, das Filtrat ergab keine 
Millonsche Probe. Aus den 3,5 g der Leucin-Tyrosinmischung 
wurde noch 1,10 g reines Tyrosin durch Herauslésen des Leucins 
mit kochendem Alkohol und Essigsiure nach Habermann und 
Ehrenfeld und folgende Umkrystallisation gewonnen. 


Analyse: 
0,1181 g Substanz ergaben 0,2576 g CO, und 0,0639 g H,O. 
C H 
Gefunden: 59,47°/, 6,05°/, 


Berechnet C,H,,0,N: 59,67°/, 6,08°/, 


Ein dritter Ansatz von 8,l1g rohem Leucin wurde aus der 
Mutterlauge der zweiten Fallung durch Konzentrieren und Kry- 
stallisierenlassen in der Kalte gewonnen. Er enthielt 10,82°/, 
Stickstoff (nach Kjeldahl). Die Ausbeute an Rohleucin be- 
trug in den drei Krystallanschiissen 16,54g. Es war nicht rein, 
sondern die gewdhnliche Mischung von Leucin und Valin. Ver- 
suche, es durch teilweise Krystallisation zu reinigen, ergaben 
bloB eine Reihe von Mischkrystallen. SchlieBlich wurden die 
beiden Substanzen durch Trennung vermittels Bleiacetat und 
Ammoniak, ein schon friiher von Levene’) angewandtes Ver- 
fahren, rein genug fiir die Analyse hergestellt. Es scheint 
jetzt, da8 unter geeigneten Bedingungen die Mischung von 
Valin und Leucin einer angenahert quantitativen Trennung 
unterworfen werden kann. 

3,20 g des Gemisches, 53,80°/, Kohlenstoff und 9,51°/, 
Wasserstoff enthaltend, wurden in ca. 20ccm heiSem, verdiinn- 
tem Ammoniak aufgelést und zu der Fliissigkeit Bleiacetat 
zugesetzt, solange ein Niederschlag von Leucinblei ausfiel. Das 
Pricipitat wurde durch Absaugen filtriert und Niederschlag 
und Filtrat getrennt durch H,S zerlegt. Dann wurden die 
betreffenden Lésungen auf dem Dampfbade eingeengt. Die 


1) Diese Zeitschr. 4, 307, 1907. 
Biochemisohe Zeitschrift Band 13, 31 
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Riicksténde wurden mit Alkohol ausgewaschen, um Ammonium- 
acetat zu entfernen. Aus dem Bleiniederschlage wurde 1,99 g 
Leucin mit 54,03°/,C, 9,75°/, H gewonnen. Nach dem Um- 
krystallisieren aus Wasser ergab es folgende Zahlen: 


Analyse: 
0,1126 g Substanz ergaben 0,2233 g CO, und 0,0984g H,O. 
C H 
Gefunden: 54,33°/, 9,77°/, 


Berechnet C,H,,0,N: 54,92°/, 9,99°/, 


Das Filtrat vom Leucinblei gab sogleich annahernd reines 
Valin; 1,02 g wurden davon gewonnen. 


Analyse: 
0,1348 g Substanz ergaben 0,2522g CO, und 0,1114g H,O. 
C H 
Gefunden: 51,03°/, 9,24°/, 


Berechnet C,H,,0,N: 51,24°/, 9,47°/, 


Von den 3,20g der Mischung wurden 3,01g der beiden 
Aminosauren zuriickgewonnen. Die Trennung von Leucin und 
Valin hat friiheren Forschern bei der Proteinhydrolyse die gréBten 
Schwierigkeiten bereitet, und wir beabsichtigen, diese Methode 
sorgfaltig zu priifen, um endgiiltig die Bedingungen, unter 
denen die Trennung am besten gelingt, festzustellen. Ein 
Uberschu8 an irgend einem der Reagentien scheint schadlich 
zu sein. 

Esterifizierung. 

Das Filtrat aus der krystallisierbaren Leucin-Valinfraktion 
wurde bis auf 250ccm verdiinnt. Eine Menge von 50ccm 
wurde auf 700ccm aufgefiilit, und die Hexonbasen mit Phos- 
phorwolframsaure und Schwefelsiure gefallt. Der Niederschlag 
wurde in einer Buchnerschen Presse unter 300 kg Druck aus- 
gepreBt. Das Filtrat wurde durch Barium von den Sauren 
befreit, mit der Hauptlésung vereinigt und im Vakuum ein- 
geengt. Dann wurden die Aminoséuren dreimal mit Alkohol 
und Salzsiure auf die gewéhnliche Weise esterifiziert, die Ester 
mit Barium frei gemacht und so extrahiert, wie dies in 
unserer voraufgehenden Mitteilung angegeben ist. Der Riick- 
stand wurde vom Barium befreit und nochmals verestert. Die 
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getrocknete Atherlésung der vereinigten Ester wurde zuerst im 
Dampfbade, dann im Vakuum bei Zimmertemperatur eingeengt 
und darauf die Ester im Vakuum destilliert. 

Beim Gebrauche der Gerykpumpe wurden die Ather- 
dimpfe usw. durch Schwefelsiure gebunden,') statt nach der 
Fischer-Harriesschen Methode durch fliissige Luft konden- 
siert zu werden. 





Temperat. d. Temperat. Ausbeute an 
Fraktion Dimpfe d. Bades Druck Estern 
A bis 70° bis 100° 20 mm 6,0 g 
If. » = » 120° 20bis0,5mm_  16,6g 
III. , 110° »» 145° 0,5 mm 93g 
IV. » 140° » 190° 0,5 mm 7,0g 
38,9 g 


Fraktion I (bei 70° unter 20 mm). 


Diese Fraktion wurde durch fiinfstiindiges Kochen mit 
Wasser am RiickfluBkiihler verseift und ergab 1,5g Amino- 
siuren. Sie wurden in absolutem Alkohol ausgekocht, um das 
Prolin zu entfernen, wodurch ihre Menge auf 1,2g sank. Die- 
ser Riickstand wurde in einigen com Wasser aufgelést und 
filtriert. 0,2g schwerlésliche Siure blieben dabei zuriick. Zu 
der Lésung wurden 4g Pikrinsiure in gesattigter alkoholischer 
Lésung gefiigt. Beim Stehen fiel 0,67 g Glykokoll-pikrat (ent- 
sprechend 0,17g Glykokoll) aus. Dasselbe wurde umkrystal- 
lisiert, indem es in heiBem Wasser aufgelést und mit Alkohol 
versetzt wurde; dann lie man es stehen, bis die Krystallisa- 
tion beendigt war. Das Pikrat schmolz bei 191° (cor.). 


Analyse: 
0,1111g Substanz ergaben 0,1235g CO, und 0,0293 g H,O. 
C H 
Gefunden: 31,61°/, 2,95°/, 


Berechnet C,H,N,O,: 31,57°/, 2,65°/, 


Das Filtrat vom Glykokollpikrat wurde durch Schwefel- 
siure und Ather von der Pikrinsdiure befreit und die a-Naph- 
tylisocyanatverbindung der in Lésung befindlichen Aminosaure 
nach dem Verfahren von Neuberg und Manasse’) hergestellt. 

1) Levene und van Slyke, diese Zeitschr. 10, 214, 1908 


2) Ber. d. Deutsch. chem. Ges. 38, 2359, 1905. 
31* 
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0,85 g Isocyanat wurden erzielt, des sich als beinahe reines 
Glykokollisocyanat bei der Analyse erwies. 


Analyse: 
0,1251 g Substanz ergaben 0,2947 g CO, und 0,0595 g H,0O. 
C H 
Gefunden: 64,24°/, §,22°/, 


Berechnet C,,H,,0,N, :63,90°/, 4,96°/, 


Obgleich offenbar Glykokoll in der Isocyanatverbindung 
vorherrschte, war das letztere eine Mischung, die wahrschein- 
lich auch etwas Alanin enthielt. Die Substanz schmolz, nach Kry- 
stallisation aus verdiinntem Alkohol bei 165°. Glykokoll- 
a-naphtylisocyanat schmilzt bei 191°, das 1-Alaninderivat nach 
Neuberg und Manasse bei 202°. Die umkrystallisierte Sub- 
stanz ergab analytische Daten fiir Kohlenstoff, die ungefahr 
in der Mitte zwischen denen fiir Glykokoll und Alanin lagen. 


Analyse: 
0,1390 g Substanz ergaben 0,3291 g CO, und 0,0713 g H,O. 
C H 
Gefunden: 64,57°/, 5,46°/, 


Berechnet fiir die Glykokollverbindung: 63,90°/, 4,96°/, 
Berechnet fiir die Alaninverbindung:  65,05°/, 5,32°/, 


Fraktion II (bei 94° unter 0,5 mm), 

Zu den Estern dieser Fraktion wurde eine 3- oder 4fache 
Wassermenge gegossen und mit demselben Volumen Ather 
extrahiert, um den Leucinester zu entfernen. Die Atherlésung 
wurde dreimal mit der gleichen Menge Wasser gewaschen. Die 
extrahierten und nichtextrahierten Ester wurden getrennt durch 
Kochen mit Wasser am RiickfluSkiihler verseift. Dann wurden 
die Aminosiuren auf dem Dampfbade getrocknet und mit ab- 
solutem Alkohol ausgezogen, um das Prolin zu entfernen. Die 
atherléslichen Ester ergaben 2,9 g rohes Leucin mit einem 
Kohlenstoffgehalt von 53,42°/,. Das Leucin fir die Analyse 
wurde durch Fillung mit Bleiacetat aus der Lésung in Am- 
moniak gewonnen. 
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Analyse: 
0,1195 g Substanz ergaben 0,2380 g CO, und 0,1079 g H,O. 
Cc H 
Gefunden : 54,32°/, 10,09°/, 


Berechnet C,H,,0,N: 54,92°/, 9,99°/, 


Die in Alkohol unléslichen Saéuren aus den nicht extrahierten 
Estern wurden in einer kleinen Menge Wasser aufgelést und 
einer fraktionierten Krystallisation unterworfen. Das Leucin 
war augenscheinlich durch die Atherextraktion ganz entfernt 
worden. Die erste sich abscheidende Fraktion wurde mit einer 
kleinen Menge Wasser verrieben, um anhaftendes Alanin oder 
Glykokoll zu entfernen, und sie ergab sogleich richtige Analysen- 
zahlen fiir Valin. Ihre Menge betrug 0,70 g. 


Analyse: 
0,1315 g Substanz ergaben 0,2486 g CO, und 0,1131 g H,O. 
C H 
Gefunden: 51,57°/, 9,62°/, 


Berechnet C,H,,O,N: 51,24°/, 9,47°/, 


Aus den Mutterlaugen wurden noch 0,45 g Valin in weniger 
reiner Form gewonnen. 


Kjeldahl-Bestimmung: 
0,1592 g Substanz ergaben 13,97 ccm ®/,,-Schwefelsaure. 
N 
Gefunden : 12,29°/, 
Berechnet C,H,,0,N: 11,96°/, 


Das Filtrat wurde eingeengt und der Riickstand aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert. 0,3 g Glykokoll wurden 
gewonnen, aber kein reines Alanin. 


Analyse: 
0,1158 g Substanz ergaben 0,1339 g CO, und 0,0685 g H,O. 
C H 
Gefunden: 31,54°/, 6,62°/, 


Berechnet C,H,O,N: 31,97°/, 6,73, 
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Prolin. 


Die alkoholischen Extrakte der Fraktionen I und II wurden 
auf dem Wasserbade eingeengt und mit kaltem absolutem 
Alkohol aufgenommen, wobei ein unléslicher Teil zuriickblieb. 
Nach Wiederholung dieser Behandlung war die Substanz villig 
in Alkohol léslich. 3,37 g wurden dabei gewonnen. Zur Fest- 
stellung seiner Natur wurde es mit Bariumhydrat race- 
misiert und in. das Kupfersalz verwandelt. Alsdann wurde das 
Salz noch einmal aus Wasser unkrystallisiert und an der Luft 
bis zum konstanten Gewichte getrocknet. Es hatte das charak- 
teristische Aussehen des Prolinkupfersalzes und anderte beim 
Erhitzen seine Farbe von Blau in Violett. 


Analyse: 
0,3261 g lufttrockene Substanz ergaben 0,0361 g Gewichts- 
verminderung beim Erhitzen auf 110°. 
0,2154 g lufttrockene Substanz ergaben 0,0414 g Kupfer 
bei der Elektrolyse. 
H,0 Cu 
Gefunden: 11,07°/, 19,23°/, 
Berechnet (C,H,O,N), Cu-+-2H,O: 10,99°/, 19,40°/, 


Fraktion III (bei 110° unter 0,5 mm). 

Der Phenylalaninester wurde wie gewodhnlich von den 
anderen durch Extraktion mit Ather getrennt und mit Salz- 
sdure verseift. 1,07 g umkrystallisiertes Phenylalaninchlorhydrat 
wurden dabei gewonnen. 


Analyse: 
(Zu konstantem Gewicht iiber KOH getrocknet:) 0,1212 g 
Substanz verbrauchten 6,15 ccm /,,-AgNO,. 
Cl 
Gefunden: 17,99°/, 
Berechnet C,H,,0,N. HCl: 17,58°/, 


Die nicht extrahierten Ester wurden durch Erhitzen mit 
Barytwasser verseift. Die Losung wurde filtriert und blieb 
mehrere Tage in der Kialte stehen. 3,25 g asparaginsaures 
Barium, 2,13 g Asparaginséure entsprechend, krystallisierten 
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aus. Die Asparaginsiure wurde durch die aquivalente Menge 
Schwefelsaéure freigemacht und aus Wasser krystallisiert. 


Analyse: 
0,1416 g Substanz ergaben 0,1868 g CO, und 0,0626 g H,0O. 
C H 
Gefunden: 35,97°/, 4,94°/, 


Berechnet C,H,O,N: 36,06°/, 5,30°/, 


Das Filtrat von dem asparaginsauren Barium wurde quanti- 
tativ vom Barium durch eine entsprechende Menge Schwefel- 
sdure befreit und auf dem Dampfbade stark eingeengt. Dabe 
wurden 2,5 g eines Gemisches von Glutamin- und Asparagin- 
siure erhalten. 


Analyse: 
0,1066 g Substanz ergaben 0,1562 g CO, und 0,0550 g H,O 
C H 
Gefunden: 39,45°/, . 5,64°/, 


Berechnet fiir C,H,O,N: 36,06 °/, 5,30°/, 
Berechnet fiir C,H,O,N: 40,80°/, 6,12°/, 


Nach dem Kohlenstoffgehalt bestand das Gemisch aus 
28,5°/, oder zu 0,71 g Asparaginsiiure und 1,79 g Glutaminsaure. 
Die Saéuren wurden in einer kleinen Wassermenge aufgelést 
und die Fliissigkeit mit Salzsiuregas gesittigt. Nachdem sie 
einige Zeit in der Kalte gestanden hatte, krystallisierte salz- 
saure Glutaminsiure aus. Sie wurde mit starker HCl ge- 
waschen und im Vakuum iiber KOH getrocknet. 


Analyse: 
0,1714 g Substanz verbrauchten 9,48 cem 2/,,-AgNO,. 
Cl 
Gefunden: 19,61°/, 


Berechnet C,H,O,N.HCl: 19,31°/, 


Das Filtrat wurde mit Silbersulfat von Salzsiure und mit 
Barium von Schwefelsiure befreit. Hierauf wurde die Lésung 
eingeengt und mit Kupferacetat behandelt. Nach 10 Tagen 
wurde das asparaginsaure Kupfer abfiltriert und an der Luft 
getrocknet. Der Kupfergehalt wurde elektrolytisch bestimmt. 

0,1578 g Substanz ergaben 0,0359 g Cu. 
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Cu 
Gefunden : 22,75°/, 
Berechnet C,H,O,NCu -+-4'/, H,O: 23,06°/, 
Fraktion IV (bei 145° unter 0,5 mm). 

Der Phenylalaninester wurde in iiblicher Weise von den 
anderen durch Extraktion mit Ather getrennt und mit HCl 
verseift. 

0,87 g umkrystallisiertes Phenylalaninhydrochlorid wurden 
gewonnen. 


Analyse: 
0,1145 g Substanz verbrauchten 5,79 ccm "/,,-AgNO,. 
Cl 
Gefunden: 17,93°/, 


Berechnet C©,H,,0,N.HCl: 17,58°/, 


Die nicht extrahierten Ester wurden mit Barytwasser ver- 
seift. Es konnte kein asparaginsaures Barium erhalten werden; 
daher wurde die Lésung mit der entsprechenden Menge Schwefel- 
siure quantitativ vom Barium befreit und eingeengt. 2,40 g 
unreine Glutaminsiure wurden dabei gewonnen. (41,87°/, Cu, 
5,64°/, H, statt 40,80°/, Cu, 6,12°/, H). Sie wurde als salz- 
saures Salz aus gesittigt salzsaurer Lésung umkrystallisiert 
und dann im luftleeren Raume iiber KOH getrocknet. 


Analyse: 
0,1045 g Substanz verbrauchten 5,75 ccm "/,,-AgNO,. 
Cl 
Gefunden: 19,51°/, 


Berechnet C,H,O,N.HCI: 19,31°/, 


Der Riickstand der Ester, aus dem bei der Hydrolyse 
von Wittepepton Serin und Glykokoll rein dargestellt wurden, 
war leider verloren gegangen. 


Histidin, Arginin und Lysin, 

Die Hexonbasen, welche vorher als Phosphorwolframate 
aus einer 26,6 g Plastein enthaltenden Lésung gefallt worden 
waren, wurden mit Bariumhydrat freigemacht, der Uberschu8 
an Barium durch eine entsprechende Menge Schwefelsaure ent- 
fernt und die Basen nach der Methode von Kossel und 


Patten analysiert. 
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Die Histidinlésung wurde auf 150 ccm verdiinnt; 30 ccm 
Lésung verbrauchten bei einer Kjeldahlbestimmung 4,37 ccm 
n/,9-Schwefelsiure; 40 ccm 5,91 ccm 2/,,-Schwefelsiure. Diese 
Daten geben, auf 150 ccm umgerechnet, 21,85 und 22,17 ccm; 
der Durchschnitt betrigt 22,01. Der Histidingehalt ist also 
== 0,114 g oder 0,43°/,. 

Die Argininlésung wurde auf ein Liter verdiinnt. 50 ccm 
entsprachen nach eine Kjeldahlbestimmung 6,3 ccm _,/,,- 
Schwefelsiure. Arginin also 0,548 g oder 2,06°/,. 

Das Lysin wurde wieder als Phosphorwolframat gefillt 
und als Pikrat analysiert. 0,97 g wurden davon gewonnen. Lysin 
demnach = 0,378 g oder 1,42°/,. 


Analyse: 
0,1329 g Substanz ergaben 23,0 ccm Stickstoff bei 28,5° und 


761 mm (iiber 23°/,iger KOH). . 
Gefunden: 18,98°/, 
Berechnet C,,H,,0,N,: 18,70°/, 


Tryptophan. 

Die Anwesenheit dieser Aminosiéure wurde nach dem Ver- 
fahren von Hopkins und Cole festgestellt. 

Die Summe der isolierten Plasteinspaltungsprodukte ist 
unten angegeben. Die Brunnerschen Zahlen fiir Fibrin, die 
Muttersubstanz des Plasteins, sind zum Vergleiche angefiihrt. 

Aus 100 g Plastein Aus 100 g Fibrin 


Tyrosin 3,03 3,1 
Glykokoll 0,50 2,2 
Alanin 2 3,1 
Valin und Leucin 15,59 *ucin Valin 43 9 
vorhand. 
Phenylalanin 1,00 1,2 
Glutaminsaure 10,02 6,8 
Asparaginsaure 2,15 1,7 
Prolin 2,55 2,4 
Histidin 0,43 — 
Arginin 2,06 — 
Lysin 1,42 — 
Tryptophan vorhanden vorhanden 


38,75 33,5 
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Von allen 13 Aminosiuren, auf welche hin gepriift worden 
war, wurde das Vorhandensein nachgewiesen mit Ausnahme von 
Alanin, das nicht rein isoliert wurde. Offenbar ist das Plastein 
eine Substanz, welche die Natur eines héchst komplexen Proteins 
besitzt und sich augenscheinlich in seiner Zusammensetzung nicht 
viel von dem Fibrin unterscheidet. 

Jedoch ist es auf Grund dieser Ergebnisse noch nicht 
méglich, zu entscheiden, ob das Plastein ein Produkt der syn- 
thetisierenden Funktion des Enzyms oder eine geronnene Form 
einer der primaren Fibrinalbumosen ist. Erst, wenn wir eine 
griindliche Kenntnis von der Zusammensetzung der Fibrinosen 
besitzen, wird es méglich sein, zu einem bestimmten Schlusse 
in bezug auf die wahre Natur der Plasteinbildung zu gelangen. 
Arbeiten in dieser Richtung sind zurzeit im Gange. 
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Zweite Mitteilung. 
Von 
Walther Lob und Paul Mulzer. 


(Aus dem biochemischen Laboratorium des Rudolf-Virchow-Krankenhauses 
in Berlin.) 


(Eingegangen am 10. September 1908.) 
Mit 9 Figuren im Text. . 


Die in dieser Arbeit zusammengestellten Versuche sind nach 
den in der ersten Mitteilung’*) angegebenen Methoden ausgefiihrt. 
Der gréBere Teil des dort dargelegten Untersuchungsprogramms 
wurde mittels der ,,Volummethode“ in Angriff genommen, die 
spaiter ausgearbeitete ,,Druckmethode‘‘ konnte bisher erst bei 
relativ wenigen Versuchen zur Verwendung gelangen. 


Versuche mittels der Volummethode. 


Bei den Vorversuchen, die der ersten Orientierung dienten, 
wurden die auBeren physikalischen Bedingungen noch nicht 
exakt festgelegt, sondern bei der von 20 bis 24° schwankenden 
Zimmertemperatur gearbeitet. Es kam zunachst darauf an, 
festzustellen, ob iiberhaupt ein scheinbares Gleichgewicht*) er- 
zielt werden konnte, ob also die Sauerstoffentwicklung vor der 
volligen Zersetzung des H,O, auf Null heruntergeht.*) Wie aus 


1) Diese Zeitschr. 18, 339, 1908. 

2) Siehe die erste Mitteilung. 

3) Senter erwahnt (Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 271, 1903), daB 
der baldige Stillstand der Katalyse bei Anwendung von wenig Blut und 
starkem H,O, und die gleichzeitige Entfairbung der Lésung auf Oxydation 
des Katalysators beruhen. Sollte diese Vermutung richtig sein, so wiirde 








476 W. Lob und P. Mulzer: 


Tabelle I ersichtlich, ist das bei geniigendem UberschuB8 an H,O, 
und geniigender Kleinheit der Blutmenge der Fall. Als Kriterium 
fiir den Eintritt des scheinbaren Gleichgewichtes wiahlten wir 
das Auftreten bzw. das Ausbleiben der Sauerstoffentwicklung 
bei erneutem Zusatz von Blut zu dem benutzten H,O,. Nur 
eine betrachtliche Neuabspaltung von Sauerstoff, wie sie in 
Versuch 3 auftrat, betrachten wir als sicheres Kennzeichen fiir 
die Erreichung jenes Zustandes. 

Da die Ausfiihrungsform der Methode von der Sicherheit, 
mit der sich dieser Punkt treffen l4B8t, maBgebend bestimmt ist, 
so haben wir bei einer gréBeren Anzahl von Versuchen die 
Gleichgewichtsprobe ausgefiihrt, bei Wahl geeigneter Verhiltnisse 
stets mit positivem Erfolge. 














Tabelle I. 
as a Ent- 4 to 
2 a S| ick. | § g 
Nr. “as = 5 2 | H,O, | Blut Bemerkungen 
S52 es | 
BG?) om i A | 
lj} 0 0 0  (50ccmH,0,--3 Tropfen un-| Weiterer Zusatz von 
2 | 20,2 | 20,2 Pret tea) Verdiinnten de- meena Seugton) vee. 
7’ | 44,2 | 24,0 (aut 250.com fibrinierten Ka-| Snoen( Seen ioe. 
8 | 44,24) 0,04! ran tng ninchenblutes. | jung. Das H,O, war 
9 | 44,24) 0 Von der | (Mittels Pipette} schon nach 9 Min. 
1” | 44,24, 0 | ——— ‘der Ohrvene ent- “> ver- 
1’ | 44,24; 0 | =50cemo, nommen) — 
2} 0 0 | O do. (1 Tropfen des | Weiterer Blutzusatz 
2 | 13,4 | 13,4 | Blutes von Ver- | (1 Tropfen)ruft noch 
4 | 228 | 9,4 | such 1 geringe Gasenwick- 
9% | 314 | 86 lung hervor. Ver- 
14 = 38,0 6,6 haltnisse wie bei 1 
1Y | 440 | 6,0 
2” | 44,1 | O1 
21’ | 445 | 0,4 | 
2’ (445) 0 | 
ow 445 0 | 








das scheinbare Gleichgewicht hier durch einen Oxydationsproze8 ver- 
anlaBt sein, der (vgl. die Versuche) eine gleichartige und von denselben 
Faktoren abhingige Reaktionshemmung hervorruft, wie eine Gegen- 
wirkung der Reaktionsprodukte gegen die urspriingliche Richtung der 
Reaktion (vgl. 8. 484). 























—— 
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Tabelle I (Fortsetzung). 

















2 | fe 
S38 Ent- | ow 
E g4 wick.| § = 
Nr.J SS 2 "| o8 H,0, | Blut Bemerkungen 
esis) Gas | 52 
S53 (a= 
i 7! com 1A. ~ Se 2f ee ee 
3 0’ 0 | 0 100ccm |1 Tropfen des | Versuch bei Zimmer- 
2’ 26,1 | 26,1 H.04-Leg. Blutes von Ver-|temperatur: Nach 
? 10 Vol.-°/, : 
5 45,3 | 19,2 | ut250cem such 1 weiterem Blutzusatz 
10 58,8 | 13,5 | mitH,0 ver- findet noch starke 
15’ 66,4 | 7,6 diinnt. Gasentwicklung 
25’ | 70,6 | 4,2 | cm statt (in 4 Minuten 
| | = 100ccm 
30’ 70,6 0 0. 11,4 com) 
45’ 70,6 | O 


Bei den in Tabelle II zusammengestellten Versuchen wurde 
die in Versuch 3 als fiir unsere Zwecke ausreichend erkannte 
H,O,-Konzentration durchgingig gewahlt und der Form und 
Menge des Blutzusatzes Aufmerksamkeit geschenkt. 

Es zeigte sich, daB die absoluten Mengen des entwickelten 
Sauerstoffs auch unter anscheinend gleichen Bedingungen, chemi- 
schen sowohl wie physikalischen, groBe Abweichungen zeigen, 
wenn auch die Form der Zeitumsatzkurve annahernd gleich 
bleibt. Wir vermuteten die Ursache daher im Blut und wihlten, 
um dieser Frage naher zu kommen, weit geringere Blutmengen 
und Konzentrationen, wobei die Werte sogleich gréBere Uber- 
einstimmung aufwiesen. (Versuch 8 und 9, Tabelle II.) 





Tabelle II. 
| oe 
FH Eaete ‘|e. 
Nr] 23 = "| 88 H,0, Blut é & 5/83 Bemerkungen 
e232) °°" | 83 | |3 alg 
N 5 oF | | =< | i3| 3 
ws Si ln 
4. v 0 0 100ccm | 1 Tropfen defi- 39° 20° 749] 1 Tropfen Blut 
2’ | 13,2 | 13,2 H,O,-Lsg. brinierten Ka- entwickelt 
5’ | 21,6 8,4 10Vol.-°/,, ninchenblutes | nach Beendi- 
1Y | 23,0 | 1,4 auf (mittels Pipette gung des Ver- 
15’ =| (24,6 1,6 | 250ccm | derOhrvene ent- suches in 10’ 
20° | 24,8 0,2 mit H,O,' nommen) weitere 13 ccm 
25’ | 25,2 | 0,4 = verdiinnt. | Gas 
30’ 25,4 0,2 Von dieser | 
32’ 25,5 | 0,1 Mischung. 
34’ | 26,6 | 0,1 25 com 
35’ | 25,8 | 02 
36° | 25,8 | O | 
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Tabelle II (Fortsetzung). 
= 2 S 5 on | 
re & Ent- | t 2? #/,5/3, 
wr |= 38 wick.-| 23 &f8 69 
Nrj/"=2 gq o & H,0, Blut B =es52 Bemerkungen 
2aig| Ge | 53 8 <e3 
N.8°9 a< 3] 3 
SH) cm | A Ps —_ 
5. 0 0 0 do. do. 39° 20° 749 
2’ | 27,0 | 27,0 (Dasselbe Tier) 
12’? | 420 15,0 - 
6. 0 0 do. Blut desselben 39° 20° 749] 1 Tropfen 
5’ | 35,4 35,4 Tieres wie oben spiater noch zu- 
10’ | 38,6 3,2 (1 Tropfen) gesetzten Blu- 
13’ | 39,5 0,9 tes entwickelt 
18’ 39,5 0 nach 5/ 28ccm 
2” 395 0 | Gas 
2 0 0 0 do. do. 39° 20° 759} 1 Tropfen Blut 
4’ 43,1 43,1 entwickelt 
14’ 47,3 4,2 spiter nach 10/ 
19’ 47,3 0 noch 40cemGas 
8. vy 0 0 : do. | 0,1 ecm defibri- (389 18,50 749 0,l cem dieser 
¥ | 16] 16 | pees Ohrve- | pis’ Blutlésungen 
6’ 2,2 0,6 olga 39° nach Stillstand 
11’ 2,4 | 0,2 | 10cem Aq. dest. | des Prozesses 
16’ 3,0 0,6 | | insterilem Schal- noch zugesetzt 
21’ 36 | 06 | o- vermischt. entwickelt nach 
26’ 4,2 0,6 | pring, 10’ noch 28cecm 
30’ 45 03 verwendet Gas 
9, 0’ 0 0 | do. do. 39° 19° 749 
2’ 1,0 1,0 | | 
5 18 | 08 | 
10’ 2,8 1,0 | 
15’ 44 1,6 | 
20’ 44 0 | 
25’ 48 0,4 | | 
30’ 5,1 0,3 








Nachdem durch diese Vorversuche erwiesen war, daB fiir 


unsere Absichten- die geeignetsten Bedingungen bei verhiltnis- 
maBig hoher H,O,-Konzentration und geringer Blutkonzentration 
liegen, gingen wir zu der Ausfiihrung exakterer Versuche iiber. 
Aus dem obigen Beobachtungsmaterial schien es méglich, auch 
in die physikalisch-chemische Seite des Vorgangs Einblick zu 
erhalten durch die Feststellung, ob die Reaktionskinetik der 

















— 
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H,O, Zersetzung durch Blut den von Senter’) fiir die Himase 
gefundenen Beziehungen entspricht, oder ob bereits in dem 
Zersetzungsbild das Mitwirken einer Oxydase sich bemerkbar 
macht. Wenn man auch den Oxydasen die allgemeine Enzym- 
eigenschaft, H,O, zu zersetzen, zuschreiben kann, so ist es doch 
ungewiB, ob diese Eigenschaft in Gegenwart des Blutes zur 
Erscheinung kommt. Denn das Blut selbst kann Depolari- 
satoren fiir aktivierten Sauerstoff enthalten. Diese Méglichkeit 
14Bt sich durch Wahl sehr geringer Blutmengen einschranken, 
so daB8 auch die spater zu erérternde Depolarisatorenfrage die 
in den letzten Versuchen benutzten Bedingungen rechtfertigt. 

Zur Charakteristik des verschiedenen Verhaltens bei Ver- 
wendung von viel und wenig Blut geben wir die Zeit-Umsatz- 
kurven der Versuche 4 und 8 (Tabelle II). 

Wie aus Fig. 1 ersichtlich, ist bei hoher Blutmenge, d. h. 
bei groBer Enzymkonzentration die anfangliche H,O,-Zersetzung 
eine ungemein starke, um nach 
etwa 10 Minuten den allmahlich 
abklingenden Verlauf anzuneh- 
men, der bei geringer Blutkonzen- 
tration nach einem viel schwi- 
cheren urspriinglichen Anstieg als- 
bald einsetzt. 

Senter’) hat festgestellt, daB 
die Haimasekatalyse des H,O, in 
erster Anordnung eine Reaktion 
erster Ordnung darstellt, daB 
also die Reaktion proportional der jeweiligen H,O,-Konzentration 
verlauft. Die Zersetzungsgeschwindigkeit ist demnach: 

dC 
dt 
at = In 2 oder 4343 k, = : = log C 

2 1 2 2 1 2 
wobei C, und C, die H,O,-Konzentrationen bei zwei aufeinander- 
folgenden Beobachtungen und t, —t, die inzwischen verstrichene 
Zeit bedeuten. C, ist die H,O,-Konzentration zu einer be- 








= k,C, 


oder 





1) Zeitschr. f. physik. Chem. 44, 257, 1903. 


%) Lo. 
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liebigen Zeit t. Senter konnte die ungefaihre Konstanz von 
k, nachweisen. Da seine Messungen bei 0° in verdiinnten 
H,O,-Lésungen durch Titration mit KMnO, ausgefiihrt sind, 
so ist selbstverstandlich ein Vergleich der absoluten Werte aus- 
geschlossen; immerhin lieB sich feststellen, ob eine Konstanz von 
k, auf eine vorwiegende Wirksamkeit der Himase schlieBen lie. 

Zur Verwertung der experimentellen Daten ist eine Um- 
rechnung notwendig. Das verwandte reine H,O, war nahezu 
genau 10 Vol.-°/,, d. h. 100ccm der Lésung gaben bei voll- 
standiger Zersetzung 1000 ccm Sauerstoff. Da in den Versuchen 
100 com H,O, auf 250ccm aufgefiillt waren und von dieser 
Mischung je 25 ccm zur Zersetzung gelangten, so war die Anfangs- 
konzentration, auf den abspaltbaren Sauerstoff bezogen 100 ccm; 
von diesem Wert muBten die entwickelten Mengen abgezogen 
werden, um die jeweiligen H,O,-Konzentrationen, ausgedriickt 
durch den abspaltbaren Sauerstoff in ccm, zu erhalten. Bei 
dieser Uberschlagsrechnung wurde von einer Reduktion der 
geringen Gasmengen auf die Normalzustainde abgesehen und 
ebenso etwaigen Ubersittigungserscheinungen keine Rechnung 
getragen. 

Die Daten fiir die beiden herausgegriffenen Versuche sind 
die folgenden: 

Tabelle III. 














Versuch 4 Versuch 8 
t (Min.)| Cu,0, 4343 k, t (Min.) | Cx,o, | 4343 k, 
0 | 100 - >|; mm |; - 
2 86,8 307 3 | 984 | 233 
5 78,4 147 6 | 978 | 8&9 
10 | 770 156 nu | 976 | 18 
15 75,4 182 16 | 97,0 5,4 
20 75,2 23 21 | 96,4 5,4 
25 74,8 46 26 «| (858 5,4 
30 | 74,6 93 30 | 60 8655 | 


Wie man sieht, ist die Geschwindigkeitskonstante von der 
Blutkonzentration in hohem MaBe abhangig, jedoch ist in 
Versuch 4 keinerlei Konstanz bemerkbar, wahrend in Versuch 8 
eine zeitweise Annaherung an eine Reaktion erster Ordnung 
unverkennbar ist. Wir werden auf diese Werte noch bei 


anderen Versuchen eingehen. 








l 
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In der folgenden Tabelle geben wir eine Ubersicht iiber 
einige Versuche, die in gleichbleibender Menge H,O, wechselnde 
Mengen Blut enthalten. Da wir beobachtet hatten, daB ver- 
schiedene Tiere (es kamen nur Kaninchen zur Verwendung) 
ungleiche Werte gaben, so haben wir bei den folgenden Ver- 
suchen, wenn nichts anders bemerkt ist, stets bei dem gleichen 
Tier in gleichbleibender Weise das Blut entnommen. 


Tabelle IV. 





Nr. 


Ll. 








Sm 5 = : 
gee Ent. y #| 812. 
aSg| wick.) 6s #0, | Blut & 185/23) Bemerkungen 
- 6:c Gas & = 2N2 a 2ack@2 ig 
Sas es 3 [tela 
F fq ccm ra) a | mm 
14 0 0 110 ccm Py ent 39° 19° 753] Unmittelbar 
ichens ch ‘ 
r 40 4,0 H,O,-Lag. pinstich erdfinet. nach Einwerfen 
5’ 5,0 | 1,0 10Vol.-°/5, Von dem frisch- des Schialchens 
1 6,5 1,5 auf quellenden Blut im in die Lésung 
15’ 84 1,9 | 250 ccm ee “ a i wird einmal 
f gesaugt, dann as 
20’ 9,4 10 mit H,O pam : ‘ kraftig um- 
q. dest. bis 
25’ 10,2 0,8 verdiinnt.! 101 (also Blut 100- geschiittelt und 
30 10.9 0,7 Vondieser fach verdiinnt). dann der 
35’ 11,4 | 0,5 Mischung mee oom Apparat ruhig 
} e | . 
40/ 123 | 0,9 25 com wird die vollig homo- sich selbst 
45’ | 13,0 0,6 gene Lésung der iiberlassen 
50’ | 14,7 1,7 Ampulle — Blutge- 
5’ | 14.2 05 | rinnsel sind peinlich | 
ls. : zu vermeiden! — in 
60’ | 14,8 0,2 | ein Uhrschdlchen 
sneendiaie — —_? geblasen. 
Qb 20,6 5,8 Von dieser Mischung 
nee | 0,05 ccm zum Ver- 
bs J | -— ™ . ie ; 
0’ 0 0 do. 0,05 ccm obiger |39° 20°|758 do. 
Y 24 | 24 Mischung, jedoch) 
5 3,6 1,2 Blut eines 
10’ 5,2 1,6 anderen 
15’ 6,4 1,2 Kaninchens 
20’ 7,6 12 
25/ 8,6 1,0 
30’ 9,4 0,8 
35’ 10,2 0,8 
40/ 10,8 0,6 
45’ 11,6 0,8 
50’ 12,2 | 0,6 
55’ 13,0 08 
60’ 13,6 0,6 


Biochemische Zeitschrift Band 13, 32 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





13. 


14. 


16.] 





| Zeit nach 


| Schilchens 


S&S a = | Einfallen des 


25’ 
30’ 
35’ 


l’ 
5’ 
10 


15’ 


25 


1)’ 


21’ 
26’ 
31’ 


41’ 
46’ 
51’ 
56’ 
61’ 





Ent- 
wick, | 


7,4 
9,0 


| 10,6 


11,4 
12,2 
12,6 


13,3 | 


3,2 
9,8 


11,6 | 


13,4 


14,2 | 
| 15,0 


ee 


2,3 
8,6 


| 10,6 


11,8 


| 12,6 





13,4 
14,0 
15,0 


4,0 

9,2 
11,2 
12,4 
13,2 
14,0 
14,8 
15,4 
16,0 
16,4 
16,8 
17,4 
17,8 

















z ei le 

: Ee Fe & 5 ts 
5% | H,0, Blut = \Z8Es 

© Ss <8/s 
a< 3 | 3/* 

a a 

0 do. 0,1 com dieser 39° 20°'758 
5,4 Mischung; frische 
20 | | Blutentziehung 
1,6 | | bei demselben 
1,6 Kaninchen wie 
0,8 in Versuch 11 os 
08 | | | | | 
04 | | vy | 
0,7 | Wa 

0 | do. (0,1 ccm derselben|39° 20/758] 
3,2 | Mischung von 
6,6 | | dem gleichen 
1,8 Kaninchen, aber 
18 | am folgenden Tag 
0,8 | | aus der Ohr- | 
0,8 | ivene entnommen 
0,5 | | } 

0 | 100 cem| 0,1 com der  {38,59(195°/758 
2,3 |HQ,-Lsg.| aiblichen Blut- | | 
6,3 (10 VoL-%/9) mischung, aber | | 
ry | 250 ecm | neues Tier | | 

° | mit H,O | D olden 
0,8 | verdiinnt. | 
08 |Von dieser | 
0,6 | Mischung 
1,0 | 25 com | | 

0) do. | do, (80419597768 
40 | (dasselbe Tier) 

5,2 
2,0 

1,2 

0,8 

0,8 

0,8 

0,6 | 
0,6 
0,4 
0,4 
0,6 | 
0,4 


Bemerkungen 


do. 


~ do. 


3] Unmittelbar 


ach Einwerfen 
des Schalchens 
in die Lésung 
wird einmal 
kraftig um- 


hiittelt und 
dann der 

Apparat ruhig 
sich selbst 
iiberlassen 


do. 
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Tabelle IV (Fortsetzung). 





Nr. 


17, 


18, 


Zeit nach 


| 


° || Einfallen des 


I 





lV’ 


ll’ 
16’ 
21’ 
26’ 
31’ 
36’ 
41’ 
46’ 
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Badtemperatur 


}+—__—_ 


Ablese- 
temperatur 
3 Barometer- 


5 


stand 


Bemerkungen 





do. 
(Neues Tier; 


Blut aus linker 
Ohrvene ent- 


nommen) 


| 


do. 39° 


| 
| 
| 
Tieres, jedoch | 
aus rechter | 
Ohrvene) 


| 


| 
| 


| 
| 
| 


| 
| 


} 
| 
| 
} 


| 


© 20° 758 


} 


9°1758| 


| 
| 
| 
| 


do. 





neuen Tieres aus 








do, 
(Blut eines 


der linken 
Ohrvene) 





39°'20° 


| 
| 





32* 


758 





do. 








484 W. Léb und P. Mulzer: 


Aus den angefiihrten Daten geht hervor, daB die Ge- 
schwindigkeit der H,O,-Zersetzung in hohem Mae von der 
Blutmenge bestimmt ist. Vor allem ist, wie bereits erwahnt, 
der anfiangliche Anstieg der Zersetzung bei héheren Blutkon- 
zentrationen viel steiler als bei niedern. Im Zusammenhang 
mit der verhaltnismaBig geringen Menge des jeweilig abgeschie- 
denen Sauerstoffs bei sehr geringem Blutzusatz steht die Tat- 
sache, da8 ein scheinbares Gleichgewicht erst spat erreicht wirrd. 
Bei diesen Versuchen, die der Untersuchung der Zeitumsatz- 
kurven dienten, wurde auf die Durchfiihrung der Beobachtung 
bis zum Punkte des Stillstandes der Zersetzung kein Wert 
gelegt. Deshalb sind die Daten nur fiir bestimmte Zeitraume 
angefiihrt. Die eingangs wiedergegebene Vermutung Senters, 
da8 der Reaktionsstillstand durch Oxydation der Blutkatalase 
selbst veranlaBt sei, findet in diesen Versuchen keine Stiitze. 

Die Wirkung der héheren Blutkonzentration geht auch 
hier besonders deutlich aus den Kurven hervor: bei den Ver- 
suchen 10 und 11 (0,05 ccm Blutmischung) ein sehr allmah- 
licher Anstieg vom Beginn der Zersetzung an, bei den Ver- 
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suchen 12 und 13 (0,1 ccm Blutmischung) zunichst ein steileres 
Ansteigen und erst spaiter der Ubergang in die normale Form. 
(Fig. 2 bis 5.) 

Die Geschwindigkeitskonstanten dieser Versuche, aus der 
Formel fiir monomolekulare Reaktionen berechnet, zeigen einen 
ausgesprochenen Gang und weisen nicht annihernd die von 
Senter bei der Haimase beobachtete Konstanz auf. Héchstens 
kénnte man wieder, wie bei den fiir die Versuche 7 und 8 be- 
reits angegebenen Daten eine zeitweise Annaherung an eine 
Reaktion erster Ordnung bemerken, eine Erscheinung, die aber 
bei der zweifellosen Kompliziertheit der fraglichen Enzym- 
wirkungen zu keinerlei weiteren Schliissen berechtigt. Nur hypo- 
thetisch laBt sich aus den Stérungen des Verlaufs die Meinung 
aussprechen, dafS an dieser H,O,-Zersetzung durch Blut auBer 
den Katalasen noch andere Enzyme (Oxydasen) beteiligt sein 
miissen, weil ja fiir die Blutkatalase, die Hamase, die katalytische 
Beeinflussung gemaB einer Reaktion erster Ordnung erwiesen ist. 

Wir lassen die Werte fiir einige Versuche folgen: 





Tabelle V. 
Versuch 11 Versuch 12 Versuch 13 Versuch 15 
0,05 ccm Blut- 0,1 com But- 0,1 ccm Blut- = Blut- 
mischung mischung mischung (neues pod 


ods Cy,0, 4343 K,] t | CH,o0, 4343 K,] t | Cu,0, {4343 K,} t | CH,0, 4343 K, 





0| 10; — | 0] 1000 | — | 0| 10); — | i}/90; — 
2| 97,6 | 1,79 | 1'9436 | — | 1'968 | — | 6; 908 | — 
5 964 14515 926 — | 5 90,2 7,67 111) 88,8 | 1,93 


10 94,8 1,11 |10, 91,0 | 1,51 [10 88,4 | 1,75 |16) 87,6 | 1,18 
15 93,6 | 1,12 [15 89,4 1,54 |15 86,6 | 1,78 |21)| 86,8 | 0,79 
20 92,4 0,94 |20 88,6 0,78 |20 85,8 | 0,81 |26) 86,0 | 0,80 
25 91,4 0,76 |25 87,8 0,79 |25 85,0 | 0,81 |31/ 85,2 | 0,81 











30 90,6 0,77 |30 87,4 — {30 845 | 0,51 36 | 84,6 0,61 
— — — 35 86,7 0,69 |— — — 41 84 0,61 
Die schon friiher von mehreren Forschern erwahnte Be- 


obachtung, daB der Katalasenwert des Blutes mit der Tier- 
individualitat schwankt, konnten wir, wie die Versuche 10, 11, 
12, 13, 14, 15, 16 zeigen, bestatigen. Aus den (Fig. 6) Kurven 
erhalt man den Eindruck, als seien dem H,O, verschiedene 
Blutmengen zugesetzt worden, wahrend es sich um gleiche 
Blutmengen, jedoch von zwei Kaninchen handelt. Jedenfalls 
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liegt es nahe, anzunehmen, daB diese Verschiedenheit in dem 
Wechsel der Konzentration des Blutes an Enzymen begriindet 
ist, und es erhebt sich die weitere Frage, ob in dem Blut 
selbst ein meBbarer Faktor enthalten ist, dem die Enzym- 
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konzentration, die selbst nicht bestimmbar ist, annahernd 
proportional bleibt. In erster Linie wurde die Aufmerksamkeit 
auf die Menge der Erythrocyten gelenkt, die vielfach als Trager 
der Blutkatalasen und Oxydasen angesehen werden. Wir kommen 
darauf weiter unten zuriick. Das Blut aus den beiden verschie- 
denen Ohrvenen (Versuche 16 u. 17) verhalt sich nahezu gleich. 

Die Angaben von Jolles'), daB venéses und arterielles 
Blut desselben Tieres gleiche Katalasenzahl besitzt, entsprechen 
auch unsern Resultaten. Die Unterschiede in den Sauerstoff- 
werten sind, wie aus der folgenden Tabelie hervorgeht, nur 


geringfiigig. 














Tabelle VI. 
ia 5 . 5 L 
gO @| Ent- | oy 2.88. 
N a §4 wick, | ae H.O Bl £85 kun 
Nr o9c| Gas 5 8 2 ut 5 =3 62] Bemerkungen 
sca 22 3 <8 3 
N89 =< 33 
mM et a it ae 
19. vy 0 |; O 100 ccm 0,lccmder 39° 18° 758 
1’ | 3,2 | 3,2 H,O,-Lsg.| iiblichen 
6 (110 | 7,8 10 Vol.-°/,| Lésung 


ll’ 13,4 | 24 | auf | (Neues 

1 | 14,8 | 250 com | Tier, | 
21 | 15,8 | 10 | mit H,O| linke 

26’ 16,6 -| 0,8 | verdiinnt. Ohr- 

31’ | 17,4 Vondieser| vene) 

36’ | 18,0 | 0,6 Mischung 

41’ 18,4 0,4 25 com 

47 | 19,0 0,6 


— 
— 


2S 
@ 








1) Fortschritte der Medizin 22, 1229, 1904, 
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Tabelle 6 (Fortsetzung). 





n he | 
428 Ent-| op 12 | 818 
nrj@23 wick 22) wo, | Blut | £25 231 Bemerk 
ress! Gas £8 | 20, u |g aa83 merkungen 
Sa e= | mE “32 
| BY} ecm | & : en = | |mmj 
20. 0’ 0 ; 0 do. | do. 39° 19° 758) 
vy | 28 | 28 (Blut 
6 | 10,2 | 7,4 | durch 
ll’ | 116 | 14 \Herzpunk- 
16’ | 130 | 1,4 tion des- 
21’ | 14,0 1,0 selben 
26’ 15,0 1,0 Tieres ge- 
31’ 15,8 | 0,8 wonnen, 
36’ 16,4 0,6 rein 
41’ 17,0 0,6 arteriel- 
46’ 17,6 | 0,6 les Blut) 








Versuche mit Sauerstoffdepolarisatoren. 


Um zu erfahren, ob oxydable Substanzen in der Lage 
sind, einen Teil des durch die Blutkatalyse aus H,O, ent- 
wickelten Sauerstoffs zu binden, verfuhren wir in der Weise, 
da8 wir unter gleichen Bedingungen die Zersetzung einmal in 
Gegenwart der Depolarisatorlésung, dann nach Ersatz derselben 
durch reines Lésungsmittel (Wasser oder Kochsalzlésung) ab- 
laufen lieBen. Da8B H,O, allein nicht oxydierend auf die an- 
gewandten Stoffe wirkt, lieB sich in den meisten Fallen leicht 
direkt nachweisen; aber auch eine teilweise Oxydation durch 
H,0, wiirde nicht nachteilig oder irrefihrend auf die Resultate 
gewirkt haben, da es darauf ankam, die Absorption des aus 
H,O, entwickelten Sauerstofis festzustellen. Bei positivem 
Ausfall dieser Probe konnte eine direkte Einwirkung des fliissi- 
gen H,O, nur den Anteil des absorbierbaren Sauerstoffs ver- 
ringert haben, wodurch die Beweiskraft des Versuchs natiir- 
lich nicht herabgesetzt wird. 

Benzidin wird durch Wasserstoffperoxyd nicht angegriffen. 
Blutzusatz ruft in essigsaurer Lésung Oxydation und Blau- 
farbung hervor, eine Reaktion, die in letzter Zeit neben der 
Guajacreaktion zum Blutnachweis vielfach empfohlen wird. 
Wir wiahlten eine wisserige Lésung von reinem salzsauren 
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Benzidin und ersetzten dieselbe im Parallelversuch durch die- 
selbe Menge Kochsalzlésung. 


Tabelle VII. 














nD h = 
SS Ent. 3 ae 
[aga wick. 22 aE 
Nr. 233 Gis 28 H,0, Blut : zk 53 Bemerkungen 
oS = ea 
NB2 com A iia - 
25 0’ 0 0 25ccm der 0,leemder 39 ° 135° 749 
1’ 0,6 0,6 H,O,-Lsg. iiblichen 
6’ 0,8 0,2 \und5 com Mischung 
ll’ 1,2 0,4 salz- 
16’ 1,6 0,4 | sauren 
21’ 2,0 0,4 | Benzi- 
26 2.4 (0,4 dins(5°%/,) 
31’ 3,0 0,6 
26. 0’ 0 0 (25ccm der do. 39° 19° 749) 
’ | 16 1,6 H,O,-Lsg. 
6’ 4,4 2,8 und 5ccm 
1’ | 64 | 20 (einer 5%,- 
16’ 7,6 12 | Koch- 
21’ 8,4 0,8 salz- 
26’ 9,2 0,8 | lésung 
31’ 9,8 0,6 
Der Einflu8 des Benzidins, das im Uberschu8 zugesetzt 
war — nach beendigtem Versuch war noch unverandertes 
Benzidin vorhanden —, erstreckt sich deutlich nur auf einen 


Vers 26 


Teil des abspaltbaren Sauerstoffs; 
die Entwicklung wird gehemmt, aber 
nicht aufgehoben. Diese Erschei- 


es | nung spricht dafiir, daB in dem 


25 


Le i Minuten 


Fig. 7. 


ze -s durch Blut in toto entwickelten 


Sauerstoff dieses Element mit ver- 
schiedenen Oxydationspotentialen 


auftritt, so daB einer Auffassung, die neben der Himase die Tatig- 
keit einer Oxydase auch schon bei der Zersetzung des reinen 
H,O, annimmt, nichts im Wege steht. Die Verschiedenheit 
des Reaktionsverlaufs in Versuch 25 und 26 zeigen besonders 
deutlich die Kurven (Fig. 7). 
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Alkohol wird unter dem Einflu8 der Blutoxydase nicht 
durch H,O, oxydiert, ebensowenig wie Traubenzucker und Fett, 
fiir welche Substanzen Lesser’) diese Tatsache festgestellt hat. 





Tabelle VIII. 











2s =| Ent- 4 be gi y . 
e N = ¢- 
wrj& £3) wick 2 Ho, Blut & £§ 83] Bemerkungen 
ibs ae 2 “sig 
S52 cm A im 
38 tA 0 6 25ccem der 0,lecmder 39° 21° 761 
y 1,0 1,0 | Lésung | iiblichen 
6’ 1,6 0,6 und 5cem Mischung 
i 2.6 1,0 H,0O. (neues 
16’ 3,6 1,0 Tier; 
21’ 4,2 0,6 weiBes 
26’ 5,0 0,8 Kaninch.) 
31’ 5,6 0,6 
36.) 0 | O 0 25cemder do. 39° 22°76] 
l’ 1,0 1,0 | Lésung = (dasselbe 
6’ 1,4 0,4 .undSccm Tier) 
1)’ 2,4 10 Alkohol 
160 32 0,8 (96%) 
21’ 4,2 1,0 
26’ 5,2 1,0 
31’ 5,8 0,6 | 
37. 0’ 0 0 25ccmder do. 39 °'22° 761 
1’ 1,0 1,0 | Lésung (dasselbe 
6’ 1,6 0,4 und2ccm Tier) 
ll’ 26 1,0 |Alkohol 
16’ 3,8 1,2 3 ccm 
2’ | 44 , 06!) HO 
26’ 5,2 0,6 
31’ 6,0 0,8 
Die Wiedergabe der fast genau iibereinstimmenden Kurven 
fiir die Wasser- bzw. Alkoholversuche diirfte sich eriibrigen. 





Auch braucht nicht besonders hervorgehoben zu werden, dai 
bei dem festgestellten Einflu8 der Tierindividualitat fiir alle 
vergleichbaren Versuche Blutproben von dem gleichen Kanin- 
chen entnommen wurden und zwar méglichst an einem Tage, 
um von irgendwelchen unkontrollierbaren Schwankungen der 
Blutbeschaffenheit unabhangig zu bleiben. 


1) Zeitschr. f. Biol.. 48. 1, 1906. 
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Als weitere Depolarisatoren wurden mit positiven Re- 
sultaten benutzt Formaldehyd, Pyrogallussiure und Salicyl- 
aldehyd, die wir mit den zum Vergleich angestellten Versuchen 


<<? an Ss ~——+— 
S } | | } x ss 

z  — a + MgO, (Vers 27) - “ Y”| 4,0 (Vers 30) } 

i 7 a ee wee 

§ Hes 2) 


—+ + —-+ -—+— —-+ 

ae 5 0 0 is 
Tr Tn ee Let in Minuten 
Lett in Momsen 


Fig. 8. Fig. 9. 








ai 









com Si 
_ = —_ 





unter Zusatz der gleichen Menge Wasser in der folgenden 
Tabelle und den auf diese Versuche beziiglichen Kurven 
zusammenstellen. (Fig. 8 u. 9.) 


Tabelle IX. 





S w by 5 |, 
e—o| Ent. SP i$ \,818 
=! wic 5 | & geisz 
Nr. FS‘ =— |$8 | H,O, Blut | = 35 eg Bemerkungen 
= = 2s | 3 |qeig° 
IN 2 om i> 2 \f 
m2 com =) | {mm 
27 0’ 0 0 25ccmder, 0,1 com |39° 19° 749 
? 1,6 1,6 | tiblichen | Blut- 


6 6,0 | 44 |H,O,-Mi-'mischung. 

1’ | 7,6 | 1,6 | schung | 

16’ 8,6 1,0 und 5ccm| 

2” | 94 | 08 | H,O | 

26’ | 102 | 0,8 | ee 

3’ (108 | 06 ee 

28. 0’ 0 | O 25ccm der do. [38°/20° 749 
r 10 | 1,0 | Lésung | SF 

6’ 1,2 0.2 und 5ccm . 4 

1” | 18 | 0,6 einer 4°,- 

16 | 22 04 Formol- 

21’ 2,8 0,6 | lésung | 

26 | 32) 0,4 


} 





| 
. 4 
oP a 
Bae 


a 
3’ | 36 | 0,4 | eS 





29. 0’ 0 3 do. do. 39° 18°'749 
vi! 10) 190 | (meues | | | 
6 | 12°| o2 | Tier) | | 


Iv | 1,6 | 04 | | 
16 | 20 | 0,4 | | | 
av | 24 | 04 | 
26 | 30 | 06 | 
3 | 36 | 06 
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Tabelle IX (Fortsetzung). 














m2 — be 
$= s| Bat. | Sy 2/28 
ae = 58 H,0, Blut | a g& g 3 Bemerkungen 
S23 = /2 (“sia 
RP) em{i AQ | | | "Sem 
30. 0 0 0 (25ccm der do. (39° 19°'762 
lV’ 10 | 1,0 |H,O,-Lsg.| = a 
6’ 2,6 | 1,6 jund 5ccm 
1’ | 42 |} 16/| HO | = 
16 | 54 | 1,2 | | ; | | 
2 | 62 | 08 | | | 
26 | 68 | 0,6 | | | 
3’ | 74 | 06 | | 
31. tf 0 0 (25ccmder do. \39° 18° 762 
VY’ | 08 08 |H,O,-Lag. | 
6/ 1,0 9,2 jund 5ccem 
11’ 1,4 0,4 einer 5°/)- 
1’ 20 , 06 | Pyro- | 
21’ 2,6 0,6 | gallus- 
26’ 3,0 0,4 | Lésung 
3’ | 34 | 0,4 
32. 0’ 0 0 25ccm der do. 39° 18° 762 
VY 08 0,8 | Lésung | 
e 10) 02 = ven 
1” | 14 | 04 | pyro. 
16’ 2.0 0,6 | gallus- | | 
2’ | 26 06 | Lésung 
| 38 | os | heen | 
3’ 3,6 | «(04 . 
33. 4 0 0 (|25ccm der do. 39,5° 215° 763 
lV’ 1,4 1,4 | Lésung (dasselbe 
6 1,5 0,1 ‘und 5ccm_ Tier) 
11’ 1,9 0,4 Salicyl- 
16’ 2,3 0,4 \aldehyd 
21’ 2,8 0,5 
26’ 3,1 0,3 | 
3)’ 3,5 0,4 
36’ 3,9 0,4 








Die Kurve fiir Salicylaldehyd stimmt fast genau mit der 
fiir Pyrogallussiure iiberein. 
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Versuche mittels der Druckmethode, 


Die schon erwahnte Notwendigkeit, unsere gemeinsame 
Arbeit vor ihrem endgiiltigen Abschlu8 abzubrechen, ist die 
Veranlassung fiir die geringe Zahl der mittels des mano- 
metrischen Apparats, beziiglich dessen Konstruktion wir auf die 
erste Mitteilung verweisen, angestellten Beobachtungen. Unsere 
ersten Versuche galten dem Vergleich der beiden Methoden. 
Es kam darauf an, zu entscheiden, ob die Ausschlige bei ihnen 
proportional blieben. Zu dem Zweck wurden zu gleicher Zeit 
gleiche Blutmengen von demselben Tier in beiden Apparaten, 
welche dieselbe Menge H,O, in iibereinstimmender Konzentra- 
tion enthielten, untersucht und die Zeitumsatzkurven einmal aus 
den Volumwerten, dann aus den Druckwerten aufgenommen. 


Wir geben in der folgenden Tabelle einige Daten an. 


Tabelle 10. 





Bemerkungen 


H,0O, Blut 


Einfallen des 
Schalchens 
Badetemperatur 
Ablese-_ 
temperatur 
Barometerstand 


Differenz 
der Ablesung 


a) Volumenapparat: 


20cem = 0,1 com |39° 21°'765 
0,4 der der iibl. 
0.8 Lésung Blut- 
7 mischung 
1,2 
1,6 
2,2 
2,6 
2,8 


b) Blutmanometer: 


Druckin 20ccm | 0,1 ccm Versuche hier- 
em Hg | der | der tbl. mit bei Zimmer- 


0 Lésung __ Blut- hat temperatur 

1,0 0 mischung —=22° angestellt 
2,4 
4,0 
5,4 


6,4 
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Tabelle X (Fortsetzung). 
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Zeit nach 


Einfallen des 
Schalechens 


0’ 
lV’ 


1)’ 
16’ 
21’ 
26’ 
31’ 
36’ 
41’ 
46’ 
51’ 
56’ 
61’ 


0 

l’ 

6 
11’ 
16’ 
21’ 
26’ 
31’ 
36’ 
41’ 
46’ 
51’ 
56’ 
61’ 





= 


rickel- 
s Gas 


g = 


2 
B 


0 
0,4 
1,0 
1,4 
1,6 | 
1,7 | 
18 | 
2,0 
2,2 | 
2,4 
2,6 
2.6 
2.6 
2,7 


Druckin 
cm Hg 


0 
0,8 
3,0 
4,4 
5,4 
6,6 
7,6 
8,4 
9,0 
9,4 
9,8 
10,2 
10,5 
10,6 


H,0, Blut 


Differenz 
der Ablesung 
Badetemperatur 

Ablese- 
temperatur 
| Barometerstand 


a) Volumenapparat: 
20cem | 0,l com 39° 219/765 
der der iibl. 
Lésung Blut- 
mischung 
(dasselbe 
Tier) 


0,4 
0,6 
0,4 


| 
0,1 
0,1 | 
0,2 
0,2 
0,2 
0,2 


0,1 
b) Blutmanometer: 


0 
0,8 
2.2 | 
1,4 
1,0 | 
1,2 | 
1,0 
0,8 | 
0,6 
0,4 
0,4 
0,4 | 
0,3 


0,1 com | —}—/771 
der iibl. 
Blut- 


mischung 


20 ccm 
der 


Lésung 


Bemerkungen 


Zimmertem- 
peratur — 20° 


NB. Diese 
Lésung nach 
Beendigung des 
Prozesses mit 
noch etwas Blut 
versetzt, ent- 
wickelt weiter 
Gas. 





0,1 | | | 


Aus den vier angefiihrten Versuchen geht hervor, da’ die 
mit beiden Methoden erzielbaren Resultate parallel gehen und 
reproduzierbar sind. 

Auch beziiglich des Zusammenhanges zwischen dem ent- 
wickelten Sauerstofidruck und der Erythrocytenzahl bzw. dem 
Hamoglobingehalt wollen wir uns auf die Angabe einiger 
weniger Versuche beschriinken, die wir wegen des noch zu 
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kleinen Beobachtungsmaterials nur als vorliufige bezeichnen und 
nicht zu irgend welchen SchluBfolgerungen benutzen méchten. 

Um beziiglich der Erythrocytenzahl und des Hamoglobin- 
gehaltes mit sicheren Werten arbeiten zu kénnen, wurde das- 
selbe Blut in wechselnder Konzentration angewandt, indem 
einmal im Melangeur das Blut nur bis zum Teilstrich 0,5, 
dann bis 1,0 aufgesogen und auf das gleiche Volum mit Wasser 
verdiinnt wurde. Von beiden Mischungen gelangte dieselbe 
Menge 0,1 ccm in den Versuchen zur Verwendung. 


Tabelle ll. 





Zeit nach lee 
Einfallen Druck Diferenz| 


des 
Schilchens|) “™ Hg § Ablesung | 


0 0 | O 20 ccm | bis Teilstrich 0,5 
V 06 | 06 | der iibl. aufgesaugt, dann 
6’ 16 | 10 Lésung | bis 101, (vergl. 
: | , ‘ | Vers. 10, Tab. 4) 
11 1,8 02 | von der Mischung 
16’ 26 | 18 | 0,1 com 

a’ | 28 | og | | 

26’ 30 | os | 

sy | 30 | Oo 

36’ 3,0 0 

4’ | 3,0 0 
0 0 ; 0O bis Teilstrich 1, 
lV’ | 08 | 0,8 ibl. | wie sonst auf- 
6 14 0.6 6 gesaugt, davon 

e : 0,1 com 

11’ 2,6 12 

1’ | 3,4 0,8 

=. | 1,2 

oY” €6|—ClCéG, 4 0,8 

3’ | 60 0,6 
36’ 6,8 0,8 

4/ | 4,4 0,6 

46’ | 47,8 0,4 

51’ | 8,2 0,4 

5 | 8,4 02 | 

6’ | 88 0,4 | 


Erythrocytenzah! — 3956000; Hamoglobin ca. 90 (nach Sahli-Gorer). 

Der Einflu8 der Verdiinnung ist deutlich sichtbar; ebenso, 
da8 bei Anwendung einer geniigend geringen Blutmenge das 
scheinbare Gleichgewicht nach einer halben Stunde bereits er- 
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reicht ist. Eine Druckabnahme in einem einfachen Verhiltnis 
zur Konzentration selbst 148t sich nicht konstatieren. Jedoch 
regen die mitgeteilten und andere gleichartige Versuche dazu 
an, den Wert der Einstellung des scheinbaren Gleichgewichtes 
in Abhangigkeit von Erythrocytenzahl und Hamoglobingehalt 
weiter zu verfolgen. Um so mehr scheint gerade diese Frage 
der eingehenden Untersuchung wert, als bereits Silbergleit 
und Mosse’), festgestellt haben, da8 bei normalem Himoglobin- 
und Blutkérperchengehalt und entsprechender Leukocytenzahl 
das Blut verschiedener gesunder Personen in fiinf Minuten 
ziemlich gleich viel H,O, (durch Titration mit Permanganat 
ermittelt) zersetzt und daB die Starke der katalytischen Kraft 
des Blutes bei Gesunden durch die Blutkérperchenzahl maB- 
gebend mitbestimmt ist. Die Arbeit wird zuniachst zur 
weiteren Klarstellung der Depolarisatorenwirkung und der eben 
angedeuteten Zusammenhinge fortgefiihrt. 


1) Beitrige z. klin. Med. Festschrift fir H. Senator. 1904, 
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